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RESUMO

RIBEIRO, J. C. Avaliacdo da producéo de biohidrogénio e &cidos organicos em reatores
acidogénicos a partir de soro de queijo e vinhaca de cana-de-acucar sem ajuste de pH e
de agua residuaria rica em proteinas gerada em industria de processamento de atum.
2022. 172 f. Tese (Doutorado) — Escola de Engenharia de Séo Carlos, Universidade de Sdo
Paulo, S&o Carlos, 2022.

Neste trabalho, avaliou-se a produgdo de biohidrogénio (bioH), acidos organicos (AO) e
solventes, por fermentacdo escura a partir de trés residuos agroindustriais: o soro de queijo, a
vinhaca de cana-de-agUcar e a 4gua residuéria do cozimento de atum em conserva. No primeiro
estudo, foram utilizados reatores UASB - Upflow Anaerobic Sludge Blanket (reator anaerobio
de fluxo ascendente e manta de lodo) e de leito fixo estruturado (LE) sem ajuste de pH para o
processamento do soro, em condi¢do mesofilica. Este primeiro estudo foi dividido em 3 etapas.
A etapa 1 foi conduzida como um experimento controle com substrato constituido de sacarose
e apresentou um rendimento médio de Hz (HY) respectivode 1,9+ 1,9 e 1,1 + 0,7 mol H2 mol
! sacaroseconsumida para o reator UASB e LE. A etapa 2 foi realizada com soro como substrato e
ndo houve producéo de bioH», porém uma alta concentragdo maxima de &cido lactico foi obtida
(9,6 g L™1). A etapa 3 foi operada com uma estratégia de adaptacdo da biomassa alimentando
inicialmente os reatores com sacarose e substituindo-a gradativamente por soro, e trouxe
melhores resultados de bioH> em comparacdo a etapa 2. Valores acima de 50% nas
concentragdes de Hz no biogas foram obtidos para 0 UASB ao longo de toda a etapa, no entanto,
a producdo de bioH2 a longo prazo ndo p6de ser alcancada. No préximo estudo, dois reatores
UASB, em condicdo mesofilica (30°C) (U30) e termofilica (55°C) (U55) foram operados com
vinhaca sem ajuste de pH e a mesma estratégia de adaptacdo da biomassa com sacarose e
introducdo gradativa do substrato foi utilizada. A producdo de bioH: foi vidvel apenas com
sacarose e pH abaixo de 3,0, com valores médios respectivos de 1,5+ 0,7 e 1,5+ 1,1 mol H:
mol! sacaroseconsumida para 0 U30 e U55, 0s quais cessaram com a substituicdo da sacarose pela
vinhaca. Quando o soro e a vinhaca eram 0s Unicos substratos, as bactérias ndo produtoras de
hidrogénio substituiram as hidrogenogénicas encontradas com sacarose, conforme o valor de
pH nos reatores aumentou naturalmente. Resultados promissores de producdo de AO e
solventes foram obtidos com vinhaga, com um rendimento médio de 376 £ 52 e 248 + 122 mg
DQOno g ! DQOten: para os reatores U30 e U55, respectivamente. No Gltimo estudo, um reator
continuo de mistura alimentado com agua residuéaria de cozimento de atum em conserva foi
avaliado. Foram obtidos resultados extremamente satisfatorios de converséo do substrato a AO
com um grau maximo de acidificacdo de 73%. No entanto, ndo foi possivel a obtencdo de uma
alta seletividade de produtos. A composicdo do substrato se mostrou tdo importante quanto o
pH, pois alguns aminoacidos (AA) podem ter diferentes produtos de degradacdo dependendo
das condicdes operacionais ou das interacbes com outros AA, dificultando a obtencédo de alta
seletividade no processo. Os trés substratos avaliados neste estudo mostraram um grande
potencial para a producdo de AO por fermentagcdo escura e vale destacar que resultados
extremamente promissores foram obtidos mesmo nas etapas sem ajuste de pH.

Palavras-chave: Fermentacdo escura. Hidrogénio. Acidos graxos volateis. Sem tampdes.
Conversdo de proteinas.



ABSTRACT

RIBEIRO, J. C. Evaluation of the production of biohydrogen and organic acids in
acidogenic reactors from cheese whey and sugarcane vinasse without pH adjustment and
from protein-rich wastewater generated in the tuna processing industry. 2022. 172 p.
Thesis (Doctoral) - Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sé&o
Carlos, 2022.

In this work, the production of biohydrogen (bioH2), organic acids (OA) and solvents was
evaluated through dark fermentation of three agroindustrial wastes: cheese whey, sugarcane
vinasse and wastewater from canned tuna cooking. In the first study, an Upflow Anaerobic
Sludge Blanket (UASB) reactor and a structured fixed bed (FB) reactor without pH adjustment
were used for whey processing, in mesophilic condition. This first study was divided into 3
stages. Stage 1 was conducted as a control experiment with sucrose substrate and showed an
average H, yield (HY) of respectively 1.9 + 1.9 and 1.1 + 0.7 mol Hz mol™ sucroseconsumed for
UASB and FB reactor. Stage 2 was performed with whey as substrate and there was no
production of bioH2, however a high maximum lactic acid concentration was obtained (9.6 g L
1). Stage 3 was operated with a biomass adaptation strategy, initially feeding the reactors with
sucrose and gradually replacing it with whey and it brought better bioH. results compared to
stage 2. Values above 50% of H> concentrations in biogas were obtained for UASB reactor
throughout the entire stage, however, long-term bioH: production could not be achieved. In the
next study, two UASB reactors, in mesophilic (30°C) (U30) and thermophilic (55°C) (U55)
conditions were operated with vinasse without pH adjustment and the same strategy of biomass
adaptation with sucrose and gradual introduction of the substrate was used. BioH2 production
was viable only with sucrose and pH below 3.0, with respective average values of 1.5 + 0.7 and
1.5 + 1.1 mol H, mol™ sucroseconsumed for U30 and U55, which ceased with the replacement of
sucrose by vinasse. When whey and vinasse were the only substrates, non-hydrogen-producing
bacteria replaced the hydrogenogenic ones found with sucrose, as the pH value in the reactors
naturally increased. Promising results for the production of OA and solvents were obtained with
vinasse, with an average yield of 376 + 52 and 248 + 122 mg CODoa g * CODti, for U30 and
US55 reactors, respectively. In the last study, a continuous mixing reactor fed with wastewater
from cooking of canned tuna was evaluated. Extremely satisfactory results of substrate
conversion to OA were obtained with a maximum acidification degree of 73%. However, it was
not possible to obtain a high selectivity of products. Substrate composition proved to be as
important as pH, as some amino acids (AA) may have different degradation products depending
on operational conditions or interactions with other AA, making it difficult to obtain high
selectivity in the process. The three substrates evaluated in this study showed great potential
for OA production through dark fermentation and it is worth noting that extremely promising
results were obtained even in the stages with no pH adjustment.

Keywords: Dark fermentation. Hydrogen. Volatile fatty acids. No buffers. Proteins conversion.
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1 INTRODUCAO

A atual demanda global por energia e produtos quimicos € atendida principalmente por
rota de sintese que é realizada por meio de processos quimicos a partir de recursos de fontes
fdsseis ndo renovaveis. Seus processos produzem varios gases prejudiciais, incluindo mondxido
de carbono, dioxido de carbono (CO) e dioxido de enxofre durante o processo de combustao.
A exaustdo de tais recursos finitos é um problema ambiental de dimensédo global e 0 aumento
mundial da demanda energética e quimica, bem como a diminui¢cdo dos combustiveis fosseis,
tém pressionado a busca por fontes renovaveis alternativas.

A digestdo anaerdbia (DA) é uma tecnologia consolidada de tratamento de residuos
organicos que apresenta diversas vantagens além de ser uma alternativa muito promissora para
a obtencdo de produtos que geralmente sao derivados a partir de combustiveis fosseis. O metano
é considerado o principal produto de interesse da DA, contudo, estudos recentes também tém
buscado a recuperacdo de produtos intermediarios gerados durante a etapa acidogénica. A
producdo de &cidos organicos (AO), solventes e hidrogénio a partir da DA de residuos tem
ganhado grande atencdo devido ao alto valor agregado de tais produtos ou pelo possivel uso em
muitas industrias (alimenticia, farmacéutica e cosmética). Tais produtos também apresentam
aplicacdo como precursores de biocombustiveis, bioplasticos, ou no processo de alongamento
de cadeia para a obtencdo de outros acidos de cadeia média ou longa.

A recuperacdo de produtos de interesse a partir do tratamento de residuos se baseia no
conceito de economia circular que visa promover uma base energética mais limpa e
competitiva. Tal conceito tem sido grandemente difundido na comunidade cientifica nos
ultimos anos e tem acelerado o foco de pesquisas de alternativas ao uso da matriz féssil. VVarios
estudos tém demonstrado diversos substratos e técnicas possiveis para producdo de
biohidrogénio (bioH2) e metabdlitos de interesse — AO e solventes, porém 0s processos atuais
apresentam alto custo, baixos rendimentos e seletividade de produtos, o que dificulta sua
aplicacdo em escala real.

A utilizacdo de culturas mistas e substratos derivados de residuos organicos reais é
extremamente desejada para que a otimizagédo de custos do processo de producdo de bioH> e
metabdlitos de interesse seja alcangada. No entanto, esse € um objetivo bastante desafiador,
pois além da necessidade de uma alta produtividade e rendimento de produtos, também existe
a necessidade de que seja feito, de forma simultanea, o tratamento dos residuos de forma

eficiente antes de seu langamento de modo a evitar pressdes sobre 0 meio ambiente. Outro
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grande desafio esta na complexidade da composi¢do dos substratos e das culturas mistas, o que
dificulta o controle do processo e obtencéo de produtos desejados.

A necessidade da otimizacdao de estratégias operacionais também é uma grande barreira
que impede que estudos conduzidos em escala de bancada sejam aplicados em escala real.
Estratégias como a utilizacdo de substratos simples como acucares, culturas puras, pré-
tratamento quimico/térmico do inéculo ou o uso de produtos para o controle do pH podem
tornar a ampliacdo de uma tecnologia inviavel.

Com base nisto, o0 presente estudo focou na utilizacdo de estratégias operacionais que
reduzissem ao minimo a utilizacdo de produtos quimicos ou energia, tornando o processo mais
sustentavel, principalmente economicamente, e possivel de ser aplicado em escala real. Foi
avaliada a recuperacdo de bioHz, AO e solventes por meio da fermentagdo escura do soro de
queijo, vinhaca de cana-de-acUcar e &gua residuaria do cozimento de atum em conserva.
Nenhum tipo de pré-tratamento de lodo foi utilizado na inoculagéo dos reatores acidogénicos e
nenhum tipo de ajuste de pH foi feito nas etapas conduzidas com soro e vinhaca, desta forma,
minimizando ao maximo os requisitos operacionais para a acidificacdo destes efluentes. A dgua
residudria da industria de atum em conserva foi escolhida devido a sua composi¢éo rica em
proteinas. Uma vez que a proteina constitui uma fracdo extremamente importante e presente na
maioria dos residuos, esta etapa foi conduzida a fim de proporcionar um melhor entendimento
da producéo de AO a partir deste composto. A escolha dos trés efluentes também levou em
consideracdo a sua importancia regional em um contexto socioeconémico e seu impacto

ambiental.
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1.1 Hipdteses e objetivos gerais propostos

O presente trabalho esta pautado em uma hipotese central, na qual se afirma que “é
possivel obter producéo continua e significativa de bioH2 e acidos organicos por meio da
fermentacédo escura de aguas residudrias reais por cultura mista anaerobia”. Diante disto,
o objetivo geral foi “avaliar o potencial de producdo de bioH2 e &cidos organicos da
fermentacao escura do soro de queijo e vinhaca de cana-de acUcar e avaliar o potencial
de producéo e seletividade de acidos organicos de uma agua residuaria rica em proteinas:
efluente gerado no cozimento de atum em conserva”.

Com base na contextualizacdo dada sucintamente na introducdo, e também, além do
referencial tedrico apresentado na proxima secdo, foram estabelecidas quatro sub-hipoteses de

trabalho, relacionando-se, a cada uma, um objetivo especifico da pesquisa:

Sub-hipotese 1: Por meio de estratégias operacionais adequadas, é possivel obter
producéo continua e estavel de bioH., acidos orgéanicos e solventes com substratos complexos
constituidos de aguas residuarias reais sem ajuste de pH.

Objetivo: Buscar a melhor condicao operacional para reatores acidogénicos alimentados
em uma primeira etapa por soro de queijo e em uma segunda etapa por vinhaca de cana-de-
acucar, sem alcalinizacdo ou qualquer tipo de ajuste de pH, avaliando o potencial de valorizacdo

destes efluentes por meio da producédo de bioH., acidos orgénicos e solventes.

Sub-hipdtese 2: O reator UASB - Upflow Anaerobic Sludge Blanket (reator anaerdbio
de fluxo ascendente e manta de lodo) apresenta uma configuracdo mais vantajosa para a
producdo de hidrogénio sem ajuste de pH devido a sua capacidade de autorregulacdo do
sistema. Tal hipdtese tem como base o estudo de Mota (2019), no qual obteve-se producéo e
rendimento de H> maiores e mais estaveis em um reator UASB comparando-se a um reator de
leito fixo estruturado (LE).

Objetivo: Comparar o desempenho operacional e potencial de geracdo de bioH, &cidos
organicos e solventes de um reator UASB com um reator LE na fermentagdo escura do soro de

queijo;

Sub-hipétese 3: E possivel selecionar bactérias produtoras de hidrogénio adaptadas a

condicBes extremamente &cidas por meio de uma abordagem ecobiotecnoldgica, (baseada no
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principio da competicéo e selecdo natural), ou seja, fornecendo um estresse seletivo para um
metabolismo desejado em um sistema de comunidade microbiana diverso com base nas
condicdes de operacédo e do substrato usado em um biorreator.

Objetivo: Avaliar a estratégia de alimentacdo dos reatores acidogénicos durante a
partida com &gua residudria a base de sacarose para que seja promovida uma adaptacdo dos
microrganismos selecionados em condi¢Bes extremamente acidas e estes possam se adaptar

gradativamente a uma agua residudria real.

Sub-hip6tese 4: E possivel obter maior producéo e seletividade de acidos organicos
obtidos a partir da fermentacdo de substratos ricos em proteinas por meio de estratégias
operacionais adequadas, no entanto ainda existe uma lacuna no conhecimento de como as
proteinas se degradam, principalmente em relacéo a aplicacdo préatica que demanda a utilizacéo

de substratos reais e culturas mistas de microrganismos.

Objetivo: Avaliar o efeito do TDH e pH na fermentacdo escura de uma agua residuaria
real rica em proteinas: agua de cozimento de atum em conserva utilizando cultura mista
anaerobia, buscando-se a maior producdo de &cidos organicos e controle do espectro de
produtos e desta forma, contribuir com uma area deficiente de conhecimento na literatura, a

producdo de acidos organicos a partir de substratos reais ricos em proteinas.

1.2 Esquematizacéo da tese

Para uma melhor compreenséo, o presente trabalho foi dividido em cinco partes gerais,
conforme apresentado na Figura 1.

Na primeira parte, na qual esta secdo esta inserida, é apresentada a contextualizacdo
dessa pesquisa de maneira geral, bem como as hipoteses e objetivos gerais e a estrutura da tese.
Na segunda parte, apresenta-se uma revisdo da literatura com informacOes essenciais para a
contextualizacdo do tema abordado na Tese, o entendimento dos resultados e discussdes
apresentados neste estudo, além do contexto socioecondmico e ambiental no qual os temas
abordados nesta pesquisa estdo inseridos. Na terceira parte apresenta-se uma visao geral sobre
0 planejamento experimental utilizado nesta pesquisa e as principais etapas que orientaram a
conducdo deste estudo. A parte quatro, em que se apresentam estudos de fermentagéo

acidogénica foi dividida em trés capitulos principais de acordo com os trés substratos avaliados
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nesta pesquisa, sendo o Capitulo 9 dedicado ao soro de queijo, o Capitulo 10 a vinhaca de cana-
de-agUcar e o Capitulo 11 ao efluente de cozimento de atum em conserva. Por fim, na quinta e
ultima parte, sdo apresentadas as conclusdes gerais e propostas de estudos futuros.

O trabalho como um todo estd composto por trés estudos de fermentacdo acidogénica
distintos, e uma vez que cada estudo possui suas especificidades, estes foram separados em
capitulos com suas respectivas informacdes pertinentes, que englobam objetivos especificos;

material e métodos; resultados e discussdes e conclusdes especificas.

Figura 1 — Estrutura da tese.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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2 TRATAMENTO ANAEROBIO DE DUPLO ESTAGIO

Considerando o aumento da demanda mundial por recursos naturais, principalmente
energia, contra uma diminuicdo nas reservas de combustivel fossil, o maior atrativo da
utilizacéo da digestdo anaerdbia (DA) ndo reside unicamente como um processo para reduzir a
carga poluente de residuos e mitigar os impactos ambientais. Estudos recentes destacam seu
papel como um processo central de recuperacdo de recursos e que possibilita 0 uso de residuos
como matérias-primas para a producdo de compostos de valor agregado, além da geracdo de
bioenergia (BANU et al., 2021; BANU et al., 2020; CASTILLA-ARCHILLA; PAPIRIO;
LENS, 2021; COLOMBO et al., 2019; ENG SANCHEZ et al., 2021; FUESS et al., 2017a;
HWANG et al., 2004; KOUTROULI et al., 2009; MOTA et al., 2018).

O processo anaerobio apresenta vantagens consolidadas em comparagao com processos
aerobios. Ndo ha limitacdo nas taxas de tratamento pela transferéncia de oxigénio e a auséncia
de necessidade de oxigénio também reduz os requisitos de energia para tratamento. Na DA
apenas uma pequena parte dos residuos € convertida em novas células, sendo a maior parte dos
residuos degradaveis (80 a 90% da porc¢do organica degradavel) convertidos em gas metano
(potencial de uso como combustivel), minimizando o problema de geracao de excesso de lodo.
Outras vantagens que podem ser citadas sdo a simplificacdo da opera¢do, reducdo na demanda
de espaco para instalacdo do sistema e biodegradacdo de componentes que ndo podem ser
degradados aerobiamente (CHERNICHARO, 2007; FORESTI, 1994; MCCARTY e SMITH,
1986; SPEECE, 1996).

O tratamento anaer6bio também pode apresentar sensibilidade a mudancas de
temperatura e pH devido a uma dependéncia de mecanismos auto-reguladores intrinsecos. Tais
mecanismos ocorrem por interacbes entre diversos microrganismos que possuem funcoes
distintas e especificas, mantendo assim, o equilibrio do sistema. Outra desvantagem que pode
ser citada € a menor eficiéncia de remocédo de matéria organica e nutrientes ao comparar-se com
o0 tratamento aerobio. Alguns problemas também podem ser gerados devido a disposicao
inadequada de residuos na rede de coleta de esgoto, como producdo de espuma e escuma,
emissdo de odores desagradaveis, corrosdo e partida do sistema mais lenta caso nédo seja
utilizado um lodo adaptado também sao descritos (CHERNICHARO, 2007; FORESTI, 1994;
LEITAO et al., 2006; LETTINGA et al., 1980; MCCARTY e SMITH, 1986). No entanto, as
desvantagens podem ser contornadas com estratégias de operacdo e um controle adequados do

sistema e a conjugacao de outros sistemas de pre e/ou pos-tratamento.
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Esforcos consideraveis tém sido feitos nas pesquisas para otimizagdo do tratamento
anaerobio e uma solugdo que tem se apresentado bastante promissora é a sua separagdo em dois
estagios. Tal configuracdo foi proposta inicialmente por Pohland e Ghosh (1971) com a
separacao fisica das principais etapas da DA: a acidogénese e a metanogénese em dois reatores
distintos (Figura 2), para que condi¢cbes ambientais 6timas inerentes a cada grupo de
microrganismos envolvidos em cada etapa pudessem ser fornecidas, melhorando a estabilidade
e facilitando o controle geral do processo (HALLENBECK; GHOSH, 2009). Nos sistemas de
estagio unico convencionais, os microrganismos da fase acidogénica e da fase metanogénica
sdo mantidos juntos em um reator Gnico. Tais microrganismos apresentam diferencas em termos
de cinética de crescimento, nutrientes requeridos, fisiologia e sensibilidade as condicGes
termodinamicas e ambientais, resultando em uma relacdo de equilibrio complexa no sistema,
que pode ser desestabilizada (AQUINO e CHERNICHARO, 2005; FORESTI, 1994).

Figura 2 — Esquema simplificado do tratamento anaerébio de duplo estagio.

Residuo/efluente
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Matéria
q
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————————————

Fonte: Elaborada pela autora.

O processo anaerobio pode ser dividido, de forma muito simplificada, em quatro etapas,
segundo as transformacdes bioquimicas que ocorrem: hidrolise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese (Tabela 1); na presenca de sulfato no afluente, ocorre também a sulfetogénese
(Figura 3). Durante a hidrolise ocorre a conversao de polimeros organicos complexos (tais como
carboidratos, lipideos e proteinas) a monémeros (tais como acucares, cidos organicos (AO) e
aminoécidos (AA)) por bactérias hidroliticas. Na acidogénese, monémeros organicos Sao
convertidos a hidrogénio (H.), COz, acido acético (HAc), acido propiénico (HPr), acido butirico
(HBuU) e outros produtos organicos, tais como etanol (EtOH) e acido lactico (HLa) por bactérias
fermentativas. Na acetogénese, AO e alcoois sdo convertidos em HAc, Hz e CO2 por bactérias
acetogénicas. E finalmente, na metanogénese, compostos oriundos da converséao realizada na
acetogénese sdo os substratos utilizados pelas arqueias metanogénicas na producéo de metano.
As arqueias metanogénicas se dividem em dois tipos de acordo com o substrato utilizado para

a producdo de metano: hidrogenotrdéficas que utilizam Hz e CO- e acetoclasticas que utilizam o
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acetato. Em geral, cerca de 70% do contetdo de CHa presente no biogas é produto das reaces
de transformacdo realizadas pelas arqueias metanogénicas acetoclasticas (AQUINO e
CHERNICHARQO, 2005; FORESTI, 1994; LETTINGA,; POL e ZEEMAN, 1996; MCCARTY
e SMITH, 1986; MCCARTY, 1964; RITTMANN e MCCARTY, 2001; SPEECE, 1983).

Tabela 1 - Energia livre padrdo de Gibbs de reacdes envolvidas nos principais processos

anaerobios.
Reacao AG®’ (kJ/reacio)
CeH1206 + 2H, — 2CH3CH,COO + 2H,0 + 2H* -358
glicose propionato 5
CeH1,06 — CH3CH,CH,COO™ + 2C0O, + H* + 2H,» -255 §'
glicose butirato @
CsH1206 + 2H,0 — 2CH3COO" + 2CO;, + 2H* + 4H; -206 2
glicose acetato
CH3;CHOHCOO" + 2H,0 — CH3COO" + HCO3 + H* + 2H, -4,2
lactato acetato
CH3CH,0H + H,O — CH3COO + H* + 2H, +9,6
etanol acetato %
CH3CH,CH,COO" + 2H,0 — 2CH3CO0O" + H* + 2 +48,1 g
butirato acetato [
CH3CH,COO" + 2HCO3 — CH3COO" + H* + 3HCOO" +72,2 %
propionato acetato
CH3CH,COO" + 3H,0 — CH3COO + HCO3 + H* + 3H; + 76,1
propionato acetato
H,+ Y% HCOs + ¥4 H* — ¥ CHy + 3% H,0 -33,9 =z
hidrogénio metano @
HCOO" + % Hz0 + ¥ H* — ¥ CHy + % HCOy -32,6 2
formiato metano <
CH3COO" + 2H,0 — CH4 + HCO3" -31 §
acetato metano ®

Fonte: Elaborada pela autora com base em Aquino e Chernicharo (2005), Foresti (1994) e Stams et al.
(2012).
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Figura 3 - Sequéncias metabdlicas envolvidas na bioconversdo anaerdbia da matéria orgéanica.
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Fonte: Elaborada pela autora com base em Aquino e Chernicharo (2005) e Mccarty e Smith (1986),
Lettinga; Pol e Zeeman (1996).

A separacdo do processo em duas fases pode oferecer vantagens, pois potencializa a
recuperacdo de hidrogénio e AO na primeira fase (acidogénese) e metano na segunda fase
(metanogénese), tornando o processo mais estavel e aumentando as eficiéncias de remocéo de
matéria organica. Diversos estudos mostram que a producao e o rendimento de hidrogénio (HY)
e metano (HM) em cada um dos dois estagios, contribuem para um aumento do rendimento
energético final do sistema (FERRAZ JUNIOR et al., 2016; FUESS et al., 2017a;
KOUTROULI et al., 2009; LUO et al., 2011; PEIXOTO etal., 2012; SADDOUD; HASSAIRI;
SAYADI, 2007; VENETSANEAS et al., 2009). A DA é favorecida pela segregacdo dos
estagios devido a possibilidade de melhora da hidrolise aumentando a disponibilidade de
acetato para a etapa metanogénica, além de permitir a selecdo e o enriquecimento de diferentes
microrganismos em cada reator. A acidificacdo é limitada no primeiro reator evitando, assim,
a sobrecarga e a inibicdo dos microrganismos metanogénicos no segundo reator (KE et al.,
2005; KOUTROULI et al., 2009).

Ferraz Janior et al. (2016) avaliaram o desempenho de reatores UASB - Upflow

Anaerobic Sludge Blanket (reator anaerobio de fluxo ascendente e manta de lodo) termofilicos
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operados continuamente com vinhaca de cana-de-agUcar nos sistemas de estagio unico (UASB
I) e de dois estagios (UASB I1lI) durante a safra de colheita da cana-de-agucar (180 dias). Os
rendimentos maximos de metano foram 250,9 NmL CHs g DQOremovida (DQO, demanda
quimica de oxigénio) e 316,0 NmL CHz g* DQOremovida para 0 UASB 1 e 11, respectivamente,
correspondendo a 71,7% e 90,3% do rendimento maximo tedrico de metano (350 NmL CHs ¢
! DQOremovida). Assim, a geragdo de energia do sistema de dois estagios foi 25,7% maior do que
do sistema de um unico estagio, o que indicou a necessidade de uma fase acidogénica para
melhorar a remocéo de matéria organica e a extracao de energia da vinhaca da cana-de-agucar.

Venetsaneas et al. (2009) investigaram a producdo fermentativa mesofilica de
hidrogénio a partir de soro de queijo ndo diluido em um tempo de detencéo hidraulica (TDH)
de 24 h. A adicéo de alcalinidade (NaHCOz) ou um controlador automético de pH foram usados,
para manter o pH em um valor constante de 5,2. A producdo volumétrica de hidrogénio (PVH)
foi de 2,9 + 0,2 L Lreator* d}, enquanto o HY produzido foi de aproximadamente 0,78 + 0,05
mol Hz mol glicoseconsumida™, com adigdo de alcalinidade, enquanto os respectivos valores ao
utilizar controle de pH foram 1,9 + 0,1 L Lyeator* d* € 0,61 + 0,04 mol Hz mol glicoseconsumida™.
Os rendimentos correspondentes de hidrogénio produzido foram 2,9 L de Hz Lsorc € 1,9 L de
H2 Lsoro 2, respectivamente. O efluente do reator hidrogenogénico foi posteriormente processado
em um biorreator anaerébio mesofilico continuo. O digestor anaerdbio foi operado a um TDH
de 20 d e produziu aproximadamente 1 L CHs4 d, correspondendo a um rendimento de 6,7 L
CHa4 L de afluente. A remocdo da DQO atingiu 95,3%, demonstrando que o soro de queijo
pode ser utilizado de forma eficiente para a producdo de hidrogénio e metano, em um processo
de duas etapas.

Peixoto et al. (2012) avaliaram o potencial de uso de diferentes efluentes para a
producdo simultanea de H2> e CH4 em um processo em batelada de duas fases com microflora
mista. Uma quantidade aprecidvel de H, foi produzida a partir de aguas residuérias de arroz
parboilizado (23,9 mL g DQO™) e vinhaga (20,8 mL g DQO™?), enquanto outros efluentes
favoreceram a geracdo de CH4. A quantidade de CH4 produzida foi minima para esgoto (46,3
mL g DQO ™), sequido por agua residuéria de arroz parboilizado (115,5 mL g DQO™?) e glicerol
(180,1 mL g DQO™Y). A quantidade maxima de CH4 foi observada para a vinhaga (255, mL g
DQO™). A recuperacéo total de energia da vinhaca (10,4 kJ g DQO™?) correspondeu & reducio
maxima da DQO (74,7%), seguida pelo glicerol (70,38%, 7,20 ki g DQO™?), gua residuéria de
arroz parboilizado (63,91%, 4,92 ki g DQO™), e esgoto (51,11%, 1,85 kJ g DQO™?). O

desempenho relativamente alto da vinhacga pode ser atribuido as elevadas concentracGes de
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macronutrientes contidas neste despejo. As observagdes foram baseadas em parametros
cinéticos de producdo de H> e CHa4 e recuperacdo energética global do processo. Essas
observacdes sugerem que efluentes ricos em compostos organicos podem ser utilizados para
recuperacdo de energia com geracdo sequencial de Hz e CHa.

Conforme citado anteriormente, grande parte dos trabalhos focam na metanogénese e
producdo de CHa, porém a acidogénese também apresenta produtos interessantes como bioH,
AO e solventes. Embora 0 metano seja geralmente considerado o produto final de interesse para
a DA, atualmente, os AO, solventes e hidrogénio gerados durante a etapa acidogénica tém
ganhado atenc¢do devido ao seu possivel uso em muitas industrias e aplicagdo como precursores
para biocombustiveis, bioplasticos e outros &cidos de cadeia mais longa (BEVILACQUA et al.,
2020; IGLESIAS-IGLESIAS et al., 2020; KLEEREBEZEM et al., 2015). Os pregos de
mercado indicam maior lucratividade dos AO em comparacdo ao metano ou biogas
(MOSCOVIZ et al., 2018). Como ja apresentado, os AO sdo produzidos na etapa acidogénica
e geralmente sdo convertidos a metano no proximo estagio. No entanto, sua utilizagdo direta
também deveria ser considerada, uma vez que estes produtos por si s6 possuem alto valor
monetario (KLEEREBEZEM et al., 2015; ZACHAROF; LOVITT, 2013). Com base nisto, o
presente estudo teve como foco principal a etapa acidogénica e seus principais produtos (bioH>,
AO e solventes).
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3 PRODUCAO BIOLOGICA DE HIDROGENIO E ACIDOS ORGANICOS
POR FERMENTACAO ESCURA

O hidrogénio é considerado um biocombustivel limpo e renovavel (LEITE et al., 2008;
WU; ZHU e MILLER, 2013), devido a sua elevada densidade energética (122 kJ g) em
comparacdo com os hidrocarbonetos e a auséncia de emissdes de COx, NOx e SOx (DAS e
VEZIROGLU, 2001). Na digestdo anaerdbia, a producio de hidrogénio por via fermentativa
acontece na etapa acidogénica por meio da decomposicao de substratos ricos em carboidratos,
por diversos microrganismos, em hidrogénio e outros produtos, principalmente acidos (lactico,
acético, butirico, etc.) e alcoois (etanol, butanol, etc.). A distribuicdo dos &cidos pode ser
diferente dependendo do microrganismo, do estado de oxidacdo do substrato e das condic¢des
ambientais (pH e pressao parcial de hidrogénio) (HALLENBECK; GHOSH, 2009).

A rota metabdlita determina diferentes rendimentos de hidrogénio; fermentacdes de
hexose em acetato ou butirato produzem H. enquanto fermentacGes em propionato néao
produzem Hz (NIKOLAIDIS; POULLIKKAS, 2017). Como pode ser observado nas Reagdes
1 e 2, com glicose como substrato modelo, os acidos acético e butirico constituem mais de 80%
do total de produtos finais e teoricamente os rendimentos de Hz sdo de 4 e 2 mols por mol de
glicose em fermentacdo do tipo acetato e butirato, respectivamente (NIKOLAIDIS;
POULLIKKAS, 2017).

CsH1206 + 2H20 — 2CH3COOH + 2CO3 + 4H: Reacdo 1
CsH1206 + 2H,0O — CH2CH2CH2COOH + 2CO; + 2H: Reacdo 2

Embora a fermentacdo escura atraia uma atencdo notavel, ela pode levar a um
rendimento moderado de Hz, o que € um grande problema encontrado. A raz&o do insuficiente
rendimento do gés é a coformacao de metabdlitos sollveis que engloba principalmente &cidos
organicos (AO) volateis e alcoois. Este obstaculo serio significa que uma parte consideravel da
energia quimica armazenada na matéria-prima da cofermentacao é desviada para a formacéo de
subprodutos e permanece inexplorada. Assim, esforgos adicionais devem ser feitos para
recuperar maior quantidade de energia do residuo da fase liquida (efluente de fermentacdo)
(SIVAGURUNATHAN et al., 2016).
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A produgdo dos &cidos com liberacdo do H> pode ser obtida por meio do controle
operacional do sistema. Tal controle é essencial pois, enquanto uma alta concentracéo de substrato
pode resultar em maior producéo de H., o acimulo significativo de acidos ndo dissociados em pH
baixo pode desencadear inibicdo da acidogénese (MCCARTY, 1964; FORESTI, 1994). O
metabolismo dos microrganismos fermentativos no sistema de fermentagdo escura pode ser
inibido pelo excesso de substrato, micronutrientes, macronutrientes, ions metélicos, alta
temperatura, pH acido, AO ndo dissociados, microrganismos competitivos e substancias toxicas
derivadas do substrato (ELBESHBISHY et al., 2017).

Os principais problemas relacionados ao processo de producdo continua de H. séo
instabilidade de biomassa, inibicdo por acido propi6nico (HPr) e acimulo de Hz. Os &cidos
lactico, etanol, acético e butirico podem ser associados a producdo de hidrogénio enquanto 0s
acidos propionico e valérico sdo produzidos com o consumo de hidrogénio e de acido lactico
(SAADY, 2013; ZIARA et al., 2019). A fermentacdo escura do tipo propibnica ndo esta
associada a producdo de hidrogénio (PERNA et al., 2013; RAMOS et al., 2019; ROSA et al.,
2014), pois é uma via consumidora deste (CASTELLO et al., 2020; MOTA et al., 2018;
RAMOS; SILVA, 2017) que produz principalmente propionato, acetato e algum valerato, sem
producdo significativa de biogas (CABROL et al., 2017). Outros problemas que podem ser
citados é a lavagem de biomassa, controle de pH e homoactogénese que devem ser
cuidadosamente monitorados junto com os parametros operacionais (tempo de detengédo
hidraulica (TDH), carga organica volumétrica (COV) e temperatura). A homoacetogénese é a
formacédo de acetato por microrganismos autotréficos (homoacetogénicos) via reducdo de CO>
com H. Embora tanto a acetogénese quanto a homoacetogénese produzam acetato, a primeira
produz H2 e CO> enquanto a segunda consome H e CO. Portanto, a via homoacetogénica ndo
é desejada em sistemas que visam producdo de hidrogénio e um dos desafios a serem
enfrentados é determinar em quais condicOes ela se estabelece para que possa ser evitada
(SAADY, 2013). A melhoria do periodo de partida do sistema também deve ser considerada
para reduzir a possibilidade de falhas operacionais em prazos mais longos e, assim, ajudar a
implementacdo de bioprocessos mais atrativos (SIVAGURUNATHAN et al., 2016).

Apesar dos problemas relatados anteriormente, a producdo por fermentagdo escura
continua de Hz pode ser aprimorada por varias estratégias. Diversos autores descreveram esta
tecnologia como promissora e relataram valores de producao volumétrica (PVH) e rendimento
(HY) de H satisfatorios (ALBANEZ et al., 2016; ARIMI et al., 2015; ANZOLA-ROJAS et al.,
2015; ANZOLA-ROJAS e ZAIAT, 2016; ANZOLA-ROJAS; ZAIAT e WEVER, 2016;
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AROQJ et al., 2008; BLANCO; FUESS e ZAIAT, 2017; CARRILLO-REYES et al., 2014;
FERNANDES et al., 2013; FERRAZ JUNIOR; ETCHEBEHERE; ZAIAT, 2015a; 2015b;
FUESS; ZAIAT e NASCIMENTO, 2019; HAFEZ et al., 2009a; 2009b; LOVATO et al., 2017;
2021; MATSUMOTO; NISHIMURA, 2007; PEIXOTO et al., 2011; PENTEADO et al., 2013).

Anzola-Rojas; Zaiat (2016) operaram trés reatores anaerdbios de leito estruturado de
fluxo descendente com diferentes materiais suporte para a fixagdo de microrganismos, com e
sem descargas frequentes de biomassa. O pH foi mantido em aproximadamente 6,5 por meio
da adigdo de NaHCO3 e HCI. A producéo de H> foi mantida continuamente por 120 dias,
resultando em PVH de 0,6 L H, L™ d! e rendimento de 0,5 mol Hz moltsacaroseconsumida.
Comparado com o reator anaerdbio de leito fixo de fluxo ascendente, houve um aumento em
10% na remocdo natural de biomassa induzida pelo efluente e diminuicdo em 15% da biomassa
acumulada no leito. Este estudo demonstrou que esta configuracdo de reator produziu H; de
forma continua e estavel devido a constante renovacao da biomassa. Além disso, a renovacgao
de biomassa propiciou a maior ocorréncia de microrganismos produtores de H, do que
microrganismos ndo produtores ou consumidores.

Em um estudo posterior, Anzola-Rojas; Zaiat e Wever (2016) utilizaram uma estratégia
de operacéo de variagdo da COV (12-96 g DQO L d}) (DQO, demanda quimica de oxigénio)
para melhorar a PVH e HY de um reator anaerébio de leito estruturado de fluxo descendente.
Diferentes PVHs e HYs no reator com a mesma COV indicaram que o sistema foi impulsionado
principalmente pela carga organica volumétrica especifica (COVe). Quando a COVe foi
mantida entre 3,8 e 6,2 g de sacarose g™ SSV d1, as taxas volumétricas aumentaram de 0,1 para
8,9 L Ho L1 d?, e os rendimentos ficaram estaveis em torno de 2,0 mol H, mol* sacaroseconvertida.
Além disso, o hidrogénio foi produzido principalmente por meio da fermentacao do tipo etanol,
levando a uma eficiéncia energética total de 23,40 kJ h* L com base na producio de
hidrogénio e etanol.

Hafez et al. (2009a) investigaram o impacto de seis COV variando de 6,5-206 g DQO
L d! no desempenho de um novo sistema compreendendo um reator de mistura para producao
bioldgica de hidrogénio, seguido por um decantador de gravidade descoberto para desacoplar
0 tempo de detencdo de sélidos (TDS) do TDH. O pH foi mantido na faixa de 5,5-6,5. O sistema
foi capaz de manter um alto HY de 2,8 mol H, mol™ glicose em uma COV variando de 6,5-103
g DQO L d, mas decresceu para aproximadamente 1,2 e 1,1 mol Hz mol™ glicose para as

COVs de 154 e 206 g DQO L d*, respectivamente. Uma correlagdo estatistica positiva foi
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observada entre a produgdo molar de hidrogénio e a relagdo molar acetato-butirato. O
rendimento de biomassa correlacionou-se negativamente com o HY, embora ndo linearmente.

Peixoto et al. (2011) avaliaram a producédo de hidrogénio a partir de aguas residuarias
de refrigerantes em dois reatores anaerdbios de leito fixo de fluxo ascendente. Os dados de
ambos o0s reatores indicaram que o reator sem meio contendo macro e micronutrientes (R2)
proporcionou um maior HY (3,5 mol Hz mol™ de sacarose) em comparagio com o reator (R1)
com um meio contendo nutrientes (3,3 mol H, mol?! de sacarose). O reator R2 produziu
hidrogénio continuamente, enquanto o reator R1 exibiu um curto periodo de producdo e
produziu menores quantidades de hidrogénio. Melhores PVHs e porcentagens de biogas
também foram observadas para o reator R2, que produziu 0,4 L h™* L™ e 15,8% de Hz, em
comparagdo com o reator R1, que produziu 0,2 L h* Lt e 2,6% de Hz.. A diferenca no
desempenho entre os reatores foi provavelmente devido a mudangas na via metabdlica para a
producéo de hidrogénio e diminui¢des na porosidade do leito como resultado do crescimento
excessivo de biomassa no reator R1. As analises empregando técnicas de biologia molecular de
amostras dos reatores R1 e R2 indicaram a presenca de varios microrganismos, incluindo
Clostridium (91% de similaridade), Enterobacter (93% de similaridade) e Klebsiella (97% de
similaridade).

Arooj et al. (2008) investigaram a produgdo continua de biohidrogénio em um reator de
mistura utilizando amido de milho como substrato por 158 dias. O reator foi inoculado com lodo
de comunidade mista de um digestor anaerobio em uma estacdo de tratamento de esgoto
sanitario. O pH foi mantido em 5,3 usando um controlador. O perfil de &cidos apoiou o fato de
que a razao butirato para acetato (B/A) foi o parametro mais importante para justificar o HY
em varios TDHs. O rendimento méaximo de hidrogénio de 0,92 mol H, mol glicoseadicionado ™ fOi
observado em um TDH de 12 h com a maior razdo B/A de 4,3. Além disso, a modelagem de
estimativa para quantificar a atividade homoacetogénica foi conduzida e a producéo de acetato
que consumia Hz em varios TDHs foi estimada. A modelagem de estimativa revelou que a razdo
B/A desempenha um papel significativo no rendimento de H> em TDHs mais longos, ou seja,
18, 15 e 12 h. O efeito da producéo de hidrogénio por meio da via do acetato foi insignificante
em TDHs curtos, ou seja, 9, 6 e 4h. Portanto, em vez da razdo B/A, o deslocamento de produgéo
de butirato sozinho governa o rendimento de hidrogénio em TDHs curtos.

E muito importante destacar que todos os estudos mencionados anteriormente utilizaram
algum tipo de ajuste de pH. A faixa de pH desejada para reatores produtores de hidrogénio varia

de 4,5-6,5. Diversos estudos em reatores anaerobios com valores de pH abaixo de 4,5-4,0
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apresentam dados que mostram a inibi¢do ou a reducdo drastica da producdo de hidrogénio
(ARIMI et al., 2015; CHEN et al., 2005; CHOJNACKA et al., 2011; KIM et al., 2004; LAY,
2000; LEE; MIYAHARA; NOIKE, 2002; LIU; SHEN, 2004; MIZUNO et al., 2000;
RUGGERI; TOMMASI; SANFILIPPO, 2015). No entanto, contradizendo os dados publicados
na literatura que relatam inibicdo da producdo de H>em pH menor que 4,0, o estudo conduzido
por Mota et al. (2018) no grupo de pesquisa em Processos Anaerobios, no Laboratério de
Processos Biologicos/Escola de Engenharia de Sao Carlos/Universidade de Séo Paulo
(LPB/EESC/USP), demonstrou a possibilidade de producéo de H> estavel e a longo prazo em
reatores continuos. Os autores relataram PVH média de 175 + 44 mL H, L™ h't e rendimento
(HY) de 3,3 = 0,7 mol Hz moltsacaroseconsumida. Tais resultados foram obtidos em um segundo
experimento quando o TDH foi aumentado de 3,3h para 4,6, resultando em uma alteracdo da
COV de 33 para 25 g DQO L*d?, em um valor de pH médio de 2,7. Tais condi¢Oes favoreceram
a reducdo da formacdo de lactato, maiores concentracdes de acetato e etanol, além de maior
consumo da sacarose.

A operacdo de reatores acidogénicos em condi¢Oes extremamente acidas pode ser
extremamente vantajosa. Tal estratégia dispensa o uso de agentes quimicos reguladores de pH
ou mesmo recirculacdo de efluente para aproveitamento da alcalinidade. Isso representa uma
alta economia monetaria ao dispensar a necessidade de compra de produtos quimicos ou gastos
com energia elétrica. Outra grande vantagem € que baixos valores de pH podem promover a
completa inibicdo de microrganismos metanogénicos durante a opera¢do ou no lodo de in6culo
gue muitas vezes requer pré-tratamento térmico ou acido.

Alguns autores relatam problemas para inibir totalmente a metanogénese em reatores
acidogénicos. Castell6 et al. (2009) examinaram a viabilidade de producdo de hidrogénio por
fermentacdo escura usando soro de queijo ndo esterilizado em um reator UASB. Os resultados
mostraram que o hidrogénio foi produzido, mas em pequenas quantidades (122 mL Hz L d! para
uma COV de 20 g DQO L d1). A manutencéo do pH baixo (média = 5) foi insuficiente para
controlar a metanogénese; o metano foi produzido concomitantemente com o hidrogénio,
sugerindo que a biomassa metanogénica se adaptou mesmo nestas condi¢fes de pH. Carrillo-
Reyes et al. (2014) analisaram a estrutura da comunidade microbiana durante a aplicacdo de
estratégias operacionais para diminuir a producdo de metano, em trés diferentes reatores
produtores de hidrogénio de manta de lodo anaerébio de fluxo ascendente. Os resultados
mostraram que organismos homoacetogénicos relacionados a Blautia hydrogenotrophica e

Oscillibacter valericigenes, e o produtor de hidrogénio Enterobacter aerogenes foram favorecidos



40

durante estratégias de reducio de pH (5,6 a 4,5). O incremento da COV de 20 para 30 g DQO L
d? selecionou produtores de hidrogénio semelhantes a Clostridium tyrobutyricum, Citrobacter
freundii e E. aerogenes; incrementos adicionais causaram inibicdo da producdo de hidrogénio
devido a alta concentracdo de &cidos ndo dissociados. A producdo de metano foi inibida
completamente apenas quando a biomassa do reator foi tratada termicamente pela segunda vez,
estratégia essa que selecionou produtores de hidrogénio capazes de esporular, mas o0s
homoacetogénicos também foram favorecidos.

Penteado et al. (2013) investigaram a influéncia de diferentes fontes de lodo de indculo
e métodos de pré-tratamento na producdo de biohidrogénio em reatores anaerébios de leito fixo
de fluxo ascendente alimentados com sacarose. As seguintes fontes de indculo foram incluidas
no estudo: lodo de um reator UASB utilizado para tratar dguas residuarias de abatedouro de
aves (SI), lodo de um reator UASB usado para tratar aguas residuarias de suinocultura (Sw) e
autofermentacdo (A). Choque térmico (He) e acido (Ac) foram usados para aumentar a
producdo de hidrogénio e suprimir o consumo de hidrogénio. Os rendimentos médios de
hidrogénio (HY) no experimento foram 2,1 (A), 2,0 (SIHe), 2,0 (SIAc), 1,0 (SI), 1,0 (SwAc),
0,7 (SwHe) e 0,7 (Sw) mol H, mol? sacarose. Embora o choque térmico tenha produzido o
valor maximo de HY (SIHe), o pré-tratamento acido (SIAc) resultou em uma producdo de
hidrogénio mais estavel com o maior valor médio, o que poderia ser uma vantagem do uso de
choque de pH. O processo de autofermentacdo apresentou valores de HY semelhantes aos
produzidos com pré-tratamento acido SIAc e choque térmico SIHe, tornando-o um lodo de
indculo adequado para a producédo de biohidrogénio, pois ndo foi necessario pré-tratamento.

Os resultados apresentados por Mota et al. (2018) séo extremamente promissores diante
dos problemas apresentados para a produgdo de H> a partir da fermentag&o escura de residuos
e efluentes, porém é muito importante destacar que os autores utilizaram um substrato simples
constituido de sacarose (aclcar demerara organico Native®) acrescido de uma solucdo de
macro e micronutrientes descrita por Jeison (2007). Por isso, € de extrema importancia que tal
estratégia de operacdo em condicOes extremamente acidas e sem qualquer ajuste de pH seja
avaliada para aguas residudrias reais e complexas. Diante desta necessidade, este estudo avaliou
a producéo de hidrogénio em reatores acidogénicos alimentados com soro de queijo e vinhaga
de cana-de-acucar. Tais efluentes foram escolhidos por serem &guas residuarias reais e
complexas, e conforme amplamente descrito na literatura, apresentam potencial de producgéo
de H> por fermentacdo escura. No entanto, necessitam de suplementacdo de alcalinidade para

que isso ocorra.
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A producdo de AO e solventes também serd avaliada neste estudo, além de Ha, pois
como mencionado no capitulo anterior, sdo outros produtos da etapa acidogénica de grande
valor agregado. Tradicionalmente, os AO sdo derivados de fontes de combustiveis fosseis por
meio de rotas quimicas. No entanto, devido a escassez que 0s recursos globais de petroleo
enfrentam e a consciéncia crescente do impacto ambiental que a economia baseada no carbono
criou, métodos alternativos de producdo de AO tém sido cada vez mais buscados. Estes métodos
incluem fermentacdo, digestdo anaerdbia e recuperacdo desses acidos a partir de residuos
industriais (BHATIA e YANG, 2017; ZACHAROF e LOVITT, 2013). Estudos recentes tém
avaliado a producdo bioldgica de AO e solventes a partir de residuos e efluentes por
fermentacdo escura (ASUNIS et al., 2019; CASTILLA-ARCHILLA; PAPIRIO e LENS, 2021;
ENG SANCHEZ et al., 2021; FRA-VAZQUEZ et al., 2020; IGLESIAS-IGLESIAS et al.,
2019; 2020; IGLESIAS-IGLESIAS; KENNES e VEIGA, 2020; LUONGO et al., 2019;
MICOLUCCI et al., 2020; PATEL et al., 2021; ZHANG et al., 2020).

Micolucci et al. (2020) avaliaram a operacgéo de longo prazo de um reator anaerébio em
escala piloto de duas fases para a producdo simultanea de acidos graxos volateis (AGV),
hidrogénio e metano no tratamento de residuos alimentares de origem urbana. O método de
controle otimizado foi estabelecido com base em trés sondas online: um medidor de pH no
reator de fermentagdo, um medidor de pH e uma sonda de condutividade no reator de digestao.
O primeiro nivel de controle gerenciava o pH no reator de fermentacdo, enquanto o segundo
nivel de controle gerenciava a concentracao de amdnia no reator de digestdo. Essa combinacéo
estabeleceu o volume do residuo digerido a ser reciclado da digestdo para o reator de
fermentac&o, otimizando o rendimento de AGV (0,31-0,32 kg DQOacv kg DQOalimentada) € @
producdo especifica de hidrogénio (0,070-0,074 m*® Hz Kg SVT laiimentados) NO reator de
fermentac&o, e a producéo especifica de metano (0,48-0,55 m® CHa kg SV T alimentados) NO reator
de digestdo. Em uma nova configuracao do processo, parte da corrente de liquido rico em acidos
graxos volateis do efluente do fermentador foi removida, mantendo o efluente rico em sélidos
correspondente em todo o sistema (como alimentacdo para o reator de digestdo). Desta forma,
a concentragdo de AGV no digestor foi mantida em um nivel baixo, mesmo com altas COVs,
mantendo uma eficiéncia satisfatoria de producdo de metano (~0,50 m® CHa kg SVT Yalimentados)
e utilizando o excesso de AGV (fora do sistema) para outros fins. O método de controle
otimizado de dois estagios para o tratamento anaerébio de residuos alimentares fornece novas

perspectivas de valorizacdo desse residuo.
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Zhang et al. (2020) investigaram o efeito dos tipos de residuos vegetais no desempenho
da producdo de AGV em um reator anaerdbio em batelada com agitacdo continuaa 37 ° C, com
4,5% de sdlidos totais (ST). Os vegetais selecionados foram cascas de batata, cenoura, aipo e
repolho chinés. Um rendimento de AGV de 452 mg DQO g SV alimentados foi obtido a partir de
cascas de batata, que foi 40,1%, 21,5% e 124,9% maior do que o rendimento a partir da cenoura,
aipo e repolho chinés, respectivamente. A réapida acidificacdo da cenoura causou um declinio
acentuado no pH e levou a inibicdo da producdo de AGV. A acidificacdo do aipo comecou
lentamente, e o rendimento do acido hexandico aumentou rapidamente no estagio mais
avancado da fermentagdo. O rendimento de AGV do repolho chinés foi inibido devido ao baixo
pH inicial, mas a concentracio de etanol atingiu 7577 mg DQO L. De acordo com o perfil de
AGV, a fermentacdo de cascas de batata, cenoura, aipo e repolho chinés pode ser classificada
como via metabdlica do tipo propionato, butirato, &cido misto e etanol-acetato,
respectivamente. Os resultados deste estudo sugerem que uma combinacdo adequada de tipos
de residuos vegetais é importante para a producao seletiva de AGV.

Iglesias-Iglesias; Kennes e Veiga (2020) exploraram a producdo de AGV por meio da
codigestdo anaerobia de lodo de esgoto (SS) e soro de queijo (CW). Dois experimentos em
batelada foram conduzidos para avaliar o efeito da proporg¢do de mistura do substrato (SS%:
CW% da DQO total da matéria-prima) e o pH inicial na fermentacdo acidogénica de SS com
CW em diferentes temperaturas. O experimento da primeira batelada mostrou que uma
diminuicdo da proporcao de SS na codigestdo com CW levou a maior acidificacdo observando
um efeito sinérgico em uma proporcdo de mistura SS: CW de 25:75 (SS25: CW75). No
experimento da segunda batelada, trés temperaturas (30°C, 38°C e 50°C) e dois valores iniciais
de pH (5,5 e 9) foram estudados nas relacbes de mistura de substrato SS60: CW40 e SS25:
CW?75. Graus maximos de acidificacdo de 56% e 73% foram alcancados, a 50°C e pH inicial
de 5,5, para as relacGes de mistura do substrato SS60: CW40 e SS25: CW75, respectivamente.
Finalmente, o desempenho de um reator semicontinuo foi demonstrado em escala de
laboratdrio. Foram estudados diferentes tempos (10 e 20 dias), pH (ndo controlado, 55e9) e o
efeito de um pré-tratamento térmico do SS. O grau maximo de acidificagdo no reator em escala
de laboratério foi de 45% a 37°C, TDH de 20 dias e pH de 5,5. Nessas condi¢des, o perfil de
AO foi dominado pelos acidos butirico e acético.

Por estes trabalhos, verifica-se que a producdo de AO e solventes por fermentacédo
escura de residuos e efluentes é uma tecnologia bastante recente e que demanda maior

investigacdo. Maior produtividade e principalmente seletividade precisa ser alcan¢ada. Estudos
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da producao de AO baseados no uso de agulcares puros (e.g. glicose e xilose) apresentam uma
maior produtividade com minimizacdo de subprodutos (FENG et al., 2010; ZHU e YANG,
2004). Porém, as vantagens de uma maior produtividade e rendimento de tais processos podem
ser anuladas pelo maior custo das matérias-primas (ZACHAROF; LOVITT, 2013). O uso de
residuos e 4guas residudrias elimina tais custos, porém tais substratos sdo muito mais complexos
e sua composi¢do € formada ndo apenas por aglcares, mas por um conjunto de fracGes
diferentes (carboidratos, proteinas, lipideos, compostos inorganicos, solidos, entre outros).
Diante desta caréncia de pesquisas com substratos complexos derivados de aguas residuérias
reais, o presente estudo avaliou a producdo de AO e solventes com trés aguas residudrias
distintas: o soro de queijo, vinhaca de cana-de-aglcar e agua de cozimento de atum em conserva

(efluente rico em proteinas).
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4 PROCESSAMENTO DE SORO DE QUENNO EM REATORES
ACIDOGENICOS

O soro de queijo é considerado um dos mais importantes e valiosos subprodutos gerados
na industria de laticinios, ndo s6 devido a sua alta carga organica, mas também pelo grande
volume gerado que esté relacionado a produtividade de queijo, que por sua vez esta relacionada
ao tipo de leite que é processado (CARVALHO; PRAZERES e RIVAS, 2013). O Brasil est4
entre os maiores produtores mundiais de leite com uma producéo em 2020 de aproximadamente
26.505.000 toneladas métricas e uma producao de queijo de 750.000 toneladas métricas (USDA
- UNITED STATES DEPARTMENT OF, 2020). As indUstrias lacteas geram muitos residuos,
e apesar de atualmente o soro ndo poder mais ser considerado um residuo, é importante que seja
dada a devida atencdo a sua geracao devido ao seu grande volume (cerca de 80 a 90% do volume
do leite).

De acordo com Rech (2003), o soro de queijo é um subproduto formado pelo liquido
remanescente apds a precipitacdo e remocdo da caseina do leite durante a fabricacdo de queijo
e pode ser classificado como um efluente devido a sua baixa concentracdo de matéria sélida (6
a 7%). O soro de queijo pode ter outros usos, porém, quando ndo ha o conhecimento técnico,
nem o incentivo econdbmico para fazé-los, é essencial considerar o seu tratamento antes do
langamento em um corpo d’agua (MOCKAITIS et al., 2006). Apesar de grande parte das
indUstrias aproveitarem o soro de queijo para producdo de ricota, isso pode variar de acordo
com o processo empregado e uma parte pode se tornar agua residuéria. A industria produtora
de queijo é responsavel por trés principais tipos de efluentes; soro de queijo (resultante da
producdo de queijo), soro de queijo secundario (resultante da producéo de queijo cottage) e a
agua de lavagem de dutos, armazenamento e tanques que gera aguas residuarias chamadas de
efluente de soro de queijo. Este ultimo efluente também contém diferentes fracdes de soro de
gueijo e soro de queijo secundario (PRAZERES; CARVALHO e RIVAS, 2012).

O soro de queijo contém 55% dos nutrientes do leite e € composto principalmente de
acucares (lactose, 70-72% do extrato seco), proteinas (8-10%), sais minerais (12-15% do
extrato seco) e lipidios (0,4 a 0,5%) (GHALY; KAMAL, 2004; KISAALITA; LO; PINDER,
1990; (PANESAR et al., 2007). A carga organica do soro de queijo equivale a 100 vezes a carga
poluidora do esgoto sanitario (METCALF; EDDY, 2003; MOCKAITIS et al., 2006) e um

grande numero de microrganismos nao conseguem utilizd-lo como uma fonte de carbono
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(SISO, 1996). A razdo demanda bioquimica de oxigénio/demanda quimica de oxigénio
(DBO/DQO) é normalmente acima de 0,5 constituindo um substrato facilmente degradével por
digestdo anaerdbia ou aerobia (PRAZERES; CARVALHO e RIVAS, 2012).

Os principais parametros do soro de queijo sdo0 uma DBO na faixa de 27-60 g L™, uma
DQO de 50-102 g L%, valores de SST (sélidos em suspenséo totais) dentro de 1,3-22,0g L%, e
como consequéncia do tipo de soro produzido no processo e a adi¢cdo de NaCl (cloreto de sédio)
durante a producdo de queijo, 0 soro apresenta uma alta salinidade (condutividade de
aproximadamente 8 mS.cm™) (PERNA et al., 2013). O soro de queijo também apresenta outros
componentes, tais como &cidos citricos e lacticos (0,02-0,05%), compostos nitrogenados ndo-
proteicos (ureia e &cido Urico), e vitaminas do grupo B (BILBAO, 1981; PANESAR et al.,
2007; KOSIKOWSKI e WIERZBICKI, 1973; KOSIKOWSKI, 1979). A concentracdo de
nitrogénio (0,2-1,76 kg m™) e fésforo (0,124-0,54 kg m) no soro de queijo, pode representar
um risco consideravel para a eutrofizacdo quando langcado sem tratamento em corpos d’agua
(PRAZERES; CARVALHO; RIVAS, 2012).

Estudos indicam que o processo anaerobio € método mais viavel de tratamento de
efluente com alta carga da industria do queijo (GAVALA et al., 1999; GUTIERREZ; ENCINA
e FDZ-POLANCO, 1991; HAWKES; DONNELLY e ANDERSON, 1995; SAYED et al.,
1988). No entanto, sua baixa capacidade tampdo causa rapida acidificacdo em tratamentos
bioldgicos (PERNA et al., 2013) e a degradacao bioldgica do soro de queijo é caracterizada por
uma operacao instavel que necessita de suplementacdo de alcalinidade durante o periodo de
partida do sistema (GUTIERREZ; ENCINA e FDZ-POLANCO, 1991) ou durante 0 processo
(GAVALA etal., 1999; YANG; YU; HWANG, 2003). Para sistemas anaerdbios com biomassa
autoimobilizada empregados no tratamento de efluentes de lacitinio, ha uma mudanca da
biomassa granular para a floculenta ao longo do tempo. Outro problema frequentemente
relatado na literatura € uma reducgéo expressiva do rendimento de conversao real do soro a H»
em relacdo ao rendimento tedrico (CASTELLO et al., 2018; MARQUES et al., 2019;
MONTECCHIO; YUAN; MALPEI, 2018; PERNA et al., 2013; RAMOS; SILVA, 2017;
2018).

A fermentacédo da lactose é descrita pelas ReagGes 3 e 4 com um rendimento respectivo
de 8 e 4 mols de hidrogénio. No entanto, a existéncia de produtos finais reduzidos do processo
de fermentacdo, competindo pelas rotas metabdlicas com consumo de Hz, bem como fracdes
de substrato ndo degradadas reduzem significativamente o rendimento de conversao real em

comparagdo com o rendimento tedrico (GIOANNIS et al., 2014).
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C12H22011 + 5H20 — 8Hz + 4CO2 + 4CH3COOH (producéo de acetato) Reacéo 3
C12H22011 + H20 — 4H» + 4CO> + 2CH3CH2CH2COOH (producgéo de butirato) Reagdo 4

Castello et al. (2018) operaram um reator de mistura com soro de queijo cru com carga
organica volumétrica (COV) de 30 g DQO L d™ por 30 dias. A producéo de hidrogénio variou
significativamente com valores maximos para producao volumétrica (PVH) e rendimento (HY)
de H. de respectivamente 0,8 L Hz L™ d* e 0,9 mol de Hz por mol de lactose consumida. Os
autores utilizaram diferentes ferramentas microbioldgicas para analisar as causas da
instabilidade da producdo e concluiram que os diferentes efeitos de intensificacdo e inibi¢do da
producdo de hidrogénio pelas bactérias lacticas e sua alta abundancia poderiam explicar tais
resultados.

Blanco (2018) operou reatores anaerobios de leito estruturado com soro de queijo e 0s
valores maximos atingidos para HY e PVH foram de 1,1 mol Hz mol* lactose e 1,9 mL Hz Lt
d?, respectivamente. Tais resultados foram obtidos com uma carga organica volumétrica
aplicada (COVa) de 50 g DQO L d! e um tempo de detengéo hidraulica (TDH) de 2 h. Neste
estudo, embora tenha ocorrido produgdo continua de H> na fase acidogénica, o rendimento
obtido foi baixo, mesmo adotando estratégia de descarte periddico de lodo e com pH na faixa
entre 5,0 e 6,0.

Perna et al. (2013) testaram uma configuracdo de reator de leito empacotado anaerobio
de fluxo ascendente para produzir hidrogénio usando soro de queijo como substrato. Trés
diferentes COVs de 22, 33 e 37 g DQO L™* d* foram usadas em um TDH de 24 h. O aumento
da COV do valor inicial de 22 para 37 DQO L d! e o ajuste do pH para valores superiores a
5,0 tiveram efeito positivo na producdo de hidrogénio e valores de até 1 L Hz L™ d* foram
alcancados. A producdo de hidrogénio foi estavel em todas as condi¢cdes investigadas, e 0s
problemas frequentemente relatados neste tipo de reatores (obstrucdo do leito, metanogénese e
producéo de solventes) ndo foram observados durante a operacdo. No entanto, o maior HY foi
de 1,1 mol Hz, mol lactose, bem abaixo do valor maximo tedrico (8 Hz mol™ lactose).

Diversas pesquisas apontam o potencial do soro de queijo para a producao de hidrogénio
a partir da sua fermentacdo escura (ANTONOPOULOU et al., 2008; ASUNIS et al., 2019;
CASTELLOetal., 2009; CHATZIPASCHALI etal., 2012; COLOMBO et al., 2019; DAVILA-
VAZQUEZ et al., 2009; GIOANNIS et al., 2014; GOMEZ-ROMERO et al., 2014; LIMA et
al., 2015; LOPES; RAMOS; SILVA, 2017; LOVATO et al., 2017; 2021; MARQUES et al.,
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2019; MONTECCHIO; YUAN; MALPEI, 2018; RAMOS et al., 2019; ROSA et al., 2014;
VENETSANEAS et al., 2009).

Ramos et al. (2019) avaliaram os efeitos do TDH (8 -0,25 h) na producao simultanea de
hidrogénio e metano a partir do soro de queijo (5000 mg de carboidratos L) em um reator de
leito de lodo granular expandido mesofilico (30°C). A producéo de hidrogénio aumentou a
medida que a produgéo de metano diminuiu com a diminuicdo do TDH de 8 para 0,25 h. O HY
méaximo de 3,2 + 0,3 mL Hz g DQO™ 4piicada € @ PVH de 1951 + 171 mL H, d* L foram
observados para TDH de 0,25 h.

Lovato et al. (2021) avaliaram trés estratégias de partida modificando apenas a
concentracdo e a temperatura do afluente em um reator anaerébio de leito estruturado operado
em bateladas sequenciais alimentado com soro de queijo: (i) alta temperatura (55 °C) e alta
COV (15 kg DQO m2d™Y) logo no inicio da operacio; (ii) aumento lento da temperatura até 55
°C mantendo a mesma COV e (iii) aumento lento da temperatura e COVa até a condicdo
desejada. A estratégia (iii) aumentou a produtividade de hidrogénio em 39% em relacdo as
demais, o sistema atingiu 149,9 mol H, m= d* a 33 kg DQO m d™!. Esta condigio também foi
capaz de manter 71% de conversdo de carboidratos ao longo da operacao, alcancando 3,0 mol
H2 molcaroidratos . A rota de oxidagdo do acetato so se tornou espontanea na condicio iii para a
estratégia de partida em uma DQO afluente de 12375 mg L. Isso se deve ao pH mais baixo,
que aumenta a concentracdo de H* e desloca o equilibrio da reacdo para a formacao de produtos
(H2 e COy), e a baixas concentracGes de saturacdo desses gases em solugdo aquosa. Isso é mais
vantajoso para o processo de produgéo de Ho, pois favorecer essa reacdo consome acido acético
e produz hidrogénio e, consequentemente, minimiza a reacao inversa (homoacetogénese). Os
autores concluiram que aumentar lentamente a concentragdo do afluente (1 g DQO dia™) para
atingir uma certa COV é uma estratégia de partida barata que aumentou com sucesso a
produtividade de hidrogénio e o rendimento do sistema. A combinacdo de alta temperatura e
baixo pH favoreceu termodinamicamente as rotas produtoras de Ho, especialmente a rota de
oxidacgéo do acetato.

Marques et al. (2019) estudaram o efeito do TDH na producgéo de bioH> por fermentacéo
escura usando um reator anaerobio de leito fluidizado alimentado com soro de queijo
reconstituido. O reator de 1,2 L foi operado com uma concentragao aproximada de carboidratos
de 2800 mg Lt e TDHs de 6, 4, 2, 1 e 0,5 h. Os acidos acético e butirico foram os principais
metabdlitos produzidos no reator. A producéo de Hz aumentou de 0,039 para 1,43 L Ho ht L

no reator & medida que o TDH diminuiu de 6 para 0,5 h. O melhor HY (2,73 mol Hz mol™
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carboidrato) e consumo de carboidratos (81,02%) foram alcancados em um TDH de 6 h (12,34
kg DQO m d1) sequido pelo HY de 2,43 mol Hz mol™* carboidrato a um TDH de 0,5 h (163,02
kg DQO m3d). Um aumento do pH afluente de valores em torno de 4,0 para valores em torno
de 5,0 na fase operacional com TDH de 0,5 h, favoreceu a producédo de hidrogénio apesar da
reducdo da conversdo de carboidratos em relacdo & fase com TDH de 6 h. Em ambas as
condices, o reator apresentou a maior quantidade de &cido acético, o que favoreceu a producgéo
de hidrogénio.

Antonopoulou et al. (2008) utilizaram um sistema de dois estagios para investigar o
potencial de producéo de hidrogénio e subsequente de metano a partir de soro de queijo cru a
35°C. O processo fermentativo de producdo de hidrogénio a partir do soro de queijo foi
conduzido em um reator continuo de tanque agitado, operado em TDH de 24 h. A producéo
continua de hidrogénio foi sustentada pela microflora ja contida no soro de queijo cru, pois 0
reator ndo foi inoculado com nenhuma fonte de microrganismos. A producéo de hidrogénio foi
de 7,53 L H> d%, enquanto o HY foi de 0,041 m® Hz kg DQO™ agicionada OU 2,49 L H2 L™ de soro
de queijo. O efluente gerado na primeira etapa foi posteriormente digerido a biogads em um
biorreator compartimentado. Este trabalho demonstrou que a producéo de biohidrogénio a partir
de soro de queijo pode ser acoplada de forma muito eficiente com a produgédo de metano em
uma etapa subsequente.

Colombo et al. (2019) utilizaram uma abordagem de bioprocesso em duas etapas. A
producdo de biohidrogénio via fermentacdo escura e producdo de polihidroxialcanoatos (PHA)
por culturas microbianas mistas foi proposta para valorizar duas correntes de residuos lacteos
provenientes da desproteinizagdo do soro de queijo (ou seja, producgéo de ricota e ultrafiltracdo).
Na primeira etapa foi testado o aumento da COV, resultando em maior volume diério de H:
(3,47 e 5,07 L H, d* para soro de queijo secundario (SCW) e permeado de soro de queijo
concentrado (CCWP)) e producdo de acidos organicos (AO) (14,6 e 12,6 g L™ d! para SCW e
CCWP) para ambos os substratos, mantendo boa converséo de agucares em H2 (1,37 e 1,93 mol
H2 mol™ aglicares para SCW e CCWP).

Asunis et al. (2019) conduziram testes de fermentagéo escura em batelada com soro de
queijo de ovelha sem adicdo de in6culo em diferentes valores de pH, relacionando o tipo e 0s
rendimentos de producdo dos subprodutos gasosos e liquidos observados com a evolucéo da
fermentacdo. A fermentacdo do soro de queijo evoluiu ao longo do tempo em duas etapas,
envolvendo uma conversdo inicial de carboidratos em é&cido lactico (HLa), seguida pela

degradacdo deste em produtos soluveis e gasosos, incluindo acidos graxos de cadeia curta
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(principalmente &cidos acético (HAc), butirico (HBu) e propidnico (HPr)) e hidrogénio. Os
seguintes rendimentos maximos foram alcancados: 65 g HLa L™ (pH 6,0, 45 h); 5,2 L Ho L,
13,8gHBu L™, 6,8 gHPrL™ (pH 6,0, 168 h). O pH afetou a cinética de producéo e rendimentos,
bem como as vias de fermentagdo. Variando a duracdo do processo de fermentacéo, diferentes
estratégias de aproveitamento do soro de queijo podem ser aplicadas e orientadas para a
producdo principal de acido lactico, hidrogénio ou outros AO.

Conforme relatado por Colombo et al. (2019) e Asunis et al. (2019), além do grande
potencial do soro de queijo para a producdo de bioH: na etapa acidogénica, a produgdo de AO
e solventes a partir deste efluente também pode ser vantajosa. Outros estudos também mostram
a viabilidade da producéo de AO e solventes a partir da fermentacao escura do soro de queijo
(ARASARATNAM; SENTHURAN e BALASUBRAMANIAM, 1996; LAGOA-COSTA,;
KENNES e VEIGA, 2020; LOPES; RAMOS e SILVA, 2017; LUONGO et al., 2019; RAMOS;
SILVA, 2017; TANGO e GHALY, 1999; YANG; YU e HWANG, 2003)

Lagoa-Costa; Kennes e Veiga (2020) exploraram a otimizacao da producgdo de &cidos
graxos volateis (AGV) a partir de soro de gueijo em um reator anaerobio operado em bateladas
sequenciais. Para tanto, foram aplicadas alteracdes dos tempos de detencdo de solidos (TDS) e
TDHs. Por meio dos resultados foi possivel notar um aumento da eficécia do processo em TDS
mais alto e TDH mais baixo. O grau de acidificagdo melhorou de 0,73 para 0,83 ao aumentar o
TDS de 5 para 15 dias e de 0,79 para 0,83 ao diminuir a TDH de 3 para 1 dia. O rendimento de
acidificacio (Yacwis) melhorou de 0,78 para 0,87 e de 0,86 para 0,90 g DQOacv g DQOjactose
ao aumentar o TDS de 5 para 15 dias e diminuir o TDH de 3 para 1 dia, respectivamente.

Yang; Yu e Hwang (2003) conduziram um conjunto de experimentos para a producao
de AGV em reatores de mistura com efluentes de soro de queijo. A producdo méaxima de acido
acetico e butirico associada a mudancas simultaneas no TDH, pH e temperatura foi investigada.
O grau de acidificacdo do soro a AGV de cadeia curta foi inferior a 20% da DQO afluente. A
metodologia de superficie de resposta foi aplicada com sucesso para determinar as condi¢des
fisioldgicas 6timas nas quais ocorreram as maximas producdes de acido acético (TDH de 0,40
d, pH 6,0 a 54,1°C) e butirico (TDH de 0,22 d, pH 6,5 a 51,9°C). Foi operado um processo
termofilico de dois estagios com a acidificacdo parcial seguida de uma etapa de metanizagé&o.
As condigdes 6timas para a producdo de &cido acético foram selecionadas para acidificacdo
parcial de efluentes de soro de queijo por causa de uma taxa mais alta na produ¢do combinada
de &cidos acético e butirico do que em condic¢des Otimas para a producdo de acido butirico. O

desempenho do processo de dois estagios foi comparado ao do sistema anaerdbio de estagio



50

unico. O processo de dois estdgios mostrou claramente um melhor desempenho no
gerenciamento de efluentes de soro de queijo em relagdo ao sistema Unico com taxas maximas
respectivas de remocao de DQO e producéo de metano 116% e 43% superiores as do sistema
unico.

Tango e Ghaly (1999) utilizaram um biorreator de mistura continua de 5 L para
investigar o efeito da temperatura no crescimento de Lactobacillus helveticus e na producéo de
acido lactico a partir da lactose. As temperaturas testadas foram 23 °C (sem controle), 37 °C
(sem controle), 37 °C (controlado) e 42 °C (controlado). Nenhum controle de pH foi fornecido.
A temperatura e o pH foram monitorados durante o processo de fermentacdo. O pH diminuiu
constantemente do valor inicial de 4,4 para menos de 3,0, devido & formacéo de &cido lactico.
O aumento da temperatura de fermentacdo de 23°C para 42°C (sem controle de pH), aumentou
a utilizac&o de lactose e a producdo de acido lactico em 26,6% e 6,2 g L %, respectivamente. A
taxa de crescimento especifica maxima, utilizacéo de lactose e producdo de cido lactico foram
0,25 h, 60,6 % (da concentracgéo inicial) e 10,0 g L™ respectivamente, para fermentacio com
controle de temperatura a 42°C. Através dos resultados foi identificada a necessidade de
controlar a temperatura e o pH durante a fermentacao lactica do soro de queijo em batelada para
evitar perdas de rendimento.

Os diversos estudos citados neste capitulo reforcam o grande potencial do soro de queijo
para a producao de bioH. e AO por meio da fermentacgdo escura. No entanto, € muito importante
destacar que quase todos estes estudos relataram a suplementacdo de alcalinidade como
essencial para que o processo ocorra de forma estavel. O soro apresenta-se como um efluente
que necessita de melhores estratégias, ndo sé para a melhora do desempenho da producédo de
bioH2, que ndo tem apresentado rendimentos satisfatérios, mas especialmente em relacdo a
necessidade de alcalinizacdo que o processamento de tal efluente demanda. Diante disto, a
descoberta feita por Mota et al. (2018), que indica a viabilidade de producdo continua e com
rendimentos satisfatérios de bioH> sem adicdo de alcalinizantes e em pH abaixo de 3,0,

mostrou-se promissora para o soro de queijo.
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5 PROCESSAMENTO DE VINHACA DE CANA-DE-ACUCAR EM
REATORES ACIDOGENICOS

A industria de acucar e etanol é uma das mais importantes do agronegocio brasileiro,
sendo a vinhaca o principal residuo, com volume gerado de 10-15 L de vinhaca por litro de
etanol produzido (FUESS; GARCIA, 2014; OLIVEIRA et al., 2013; REIS et al., 2015;
RIBEIRO et al., 2010). Na safra de 2019/2020, o Brasil atingiu a maior producao de etanol da
historia, com um total de 34 bilhdes de litros (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2020). Grandes quantidades de vinhaca sdo produzidas todos
0s anos no Brasil e atualmente, a fertirrigagdo € o principal destino da vinhaga por ser uma
solugdo mais simples e barata, alem de ser vantajosa devido & sua alta concentracdo de
nutrientes, principalmente potassio. A aplicacdo deste residuo no solo também é sustentada por
uma norma técnica regulamentada no Estado de Sdo Paulo, na qual a principal restri¢éo é o teor
de potéssio (400 kg K20 ha™ ano™) (COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO
PAULO - CETESB, 2015; FERRAZ JUNIOR; ETCHEBEHERE; ZAIAT, 2015).

No entanto, um grande problema da aplicacdo continua e sem cautela da vinhaca no
solo, é que o grande volume desencadeia uma série de efeitos ambientais na area plantada
(FUESS; GARCIA e ZAIAT, 2018; FUESS e GARCIA, 2014; MORAES; ZAIAT e BONOMI,
2015). Os impactos ambientais incluem: (i) contaminacdo do solo e dgua subterranea (CRUZ;
RIGHETTO e NOGUEIRA, 1991; LYRA; ROLIM e SILVA, 2003), (ii) lixiviacdo e
salinizacdo (MADRID e DIAZ-BARRIENTOS, 1998; RIBEIRO et al., 2010), (iii) inibicio de
germinacéo de sementes (DIAZ et al., 2002; MADRID e DIAZ-BARRIENTOS, 1998) e (iv) a
proliferagdo de “mosca-do-estabulo” (Stomoxys calcitrans) (FERRAZ JUNIOR et al., 2016).
Este ultimo efeito é um problema local que segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria - EMBRAPA (2015) atinge areas dos estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Goias,
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, alterando o comportamento de animais bovinos e equinos,
incluindo redug6es no ganho de peso e na producao de leite.

A vinhaca se caracteriza como um efluente complexo que apresenta alto contetido
organico (22-45 g DQO L), pH baixo, alta temperatura, alto contetido de cinzas (ALBANEZ
et al., 2016), presenca de certos compostos recalcitrantes, entre eles pode-se citar um pigmento
castanho escuro, denominado melanoidina, principal responsavel pela coloracdo marrom escura
apresentada pela vinhaca (SEIXAS; GIMENES e FERNANDES-MACHADO, 2016) e outros
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componentes como compostos fendlicos, aglcares e melanina que também causam cor no
efluente de destilaria (PANT e ADHOLEYA, 2007).

Vérias tecnologias estdo sendo continuamente avaliadas para mitigar o potencial de
poluicdo da vinhaga, tais como: recuperacdo do efluente por vias microbianas; uso de enzimas
microbianas no processo de descoloragéo da vinhaga; uso alternativo de vinhaga bruta como
substrato para a producao de metabdlitos de interesse biotecnoldgico, como bioemulsificantes,
entre outras (COLIN et al., 2016; ORTEGON et al., 2016; PANT e ADHOLEYA, 2007).

A fermentacdo escura da vinhaca de cana-de-acUcar, sozinha ou associada a uma etapa
metanogénica, é uma alternativa promissora para mitigar os potenciais impactos ambientais e
pode ser vantajosa para a recuperacao de diferentes subprodutos de interesse sem interferir na
sua qualidade como biofertilizante (FERRAZ JUNIOR et al., 2016). A valorizacdo deste
efluente esta totalmente alinhada ao conceito de biorrefinaria que visa aumentar a eficiéncia da
recuperacdo de energia na gestdo de residuos (FUESS; ZAIAT e NASCIMENTO, 2019). A
vinhaca pode ser considerada como substrato para a producéo de biohidrogénio (bioH.) na etapa
acidogénica devido ao seu conteudo organico. Varios estudos mostram a viabilidade da
fermentacdo escura da vinhaca para a producdo de bioH, (ALBANEZ et al., 2016; 2018;
COUTO etal., 2020; FERRAZ JUNIOR; ETCHEBEHERE e ZAIAT, 2015a; 2015b; FERRAZ
JUNIOR et al., 2014; FUESS et al., 2016; 2017a; 2018; FUESS; ZAIAT e NASCIMENTO,
2019; LAZARO et al., 2014; MAGRINI et al., 2020; NIZ et al., 2019; REIS et al., 2015;
SYDNEY et al., 2018) e a separa¢do dos estagios também pode ser vantajosa para a obtencao
de maior estabilidade no processo, maiores rendimentos de Hz e viabilidade econémica para
plantas em escala real (FUESS et al., 2017b).

Fuess et al. (2017b) investigaram diferentes projetos de plantas de digestdo anaerébia
(DA) aplicadas a vinhaca em destilarias de grande porte, considerando esquemas de estagio
unico e duplo e diferentes estratégias alcalinizantes. Os autores obtiveram custos de
investimento, de operacdo, de producédo de biogés e eletricidade para cada caso e os resultados
indicaram que a separagdo de fases é economicamente viavel ao escalar plantas de DA em
biorrefinarias. Apesar dos maiores custos de capital e operacdo nesses esquemas, 0S Custos
estimados de producéo de biogés e eletricidade atingiram valores equivalentes ou inferiores aos
de layouts de estagio Unico de DA, dependendo da estratégia de alcalinizacdo utilizada. Em
relacdo a estratégia de alcalinizagdo, os melhores resultados foram associados a dosagem de
hidroxido de sodio e/ou recirculacdo de efluentes. Os custos de eletricidade associados a

dosagem e/ou recirculagdo de NaOH foram de 1,8-2,3 vezes menores em comparagdo com
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custos de eletricidade da rede. Em contraste, 0 uso competitivo de bicarbonato de sodio em
plantas de DA para o tratamento de vinhaga requer uma maior otimizacdo da dosagem.

No estudo conduzido por Fuess et al. (2017a) foram comparados dois sistemas
acidogénico-metanogénicos termofilicos combinados formados por um Unico reator
acidogénico de leito empacotado seguido por dois reatores metanogénicos operados em
paralelo, um reator UASB convencional e um reator anaerébio de leito estruturado de fluxo
ascendente. Considerando a operacdo do estagio acidogénico em condicdes estaveis, foram
atingidos valores respectivos de producao volumétrica (PVH) e rendimento (HY) de H2 de 1203
mL Hz Lt d e 3,4 mol H, mol™ carboidratos totais (CH), que sdo consideravelmente superiores
aos valores medios obtidos em estudos também baseados na fermentagdo anaerdbia da vinhaca
de cana-de-agticar em condicdes termofilicas: 1,4 mol Hz mol* CH (HY) e 527 mL H, Lt d*
(PVH) (FERRAZ JUNIOR et al., 2014); 1,6 mol H, mol™ CH (HY) e 762 mL mL H, Lt d*!
(PVH) (FERRAZ JUNIOR; ETCHEBEHERE; ZAIAT, 2015a). Alteracdes no pH foram
verificadas como consequéncia do acimulo de &cidos organicos (AO), com valor médio de 5,1
+ 0,2 antes da adicdo de bicarbonato de sodio. Os autores relatam o fornecimento de
alcalinidade com adicdo de bicarbonato como um fator chave na obtencdo de desempenho
estavel, compensando as limitagdes de tempos de detencdo hidraulica (TDHSs) relativamente
baixos (<24 h).

Ferraz Janior; Etchebehere; Zaiat (2015a) estudaram a influéncia de uma alta carga
organia volumétrica (COV) (84,2 kg DQO m=3 d) (DQO, demanda quimica de oxigénio) na
producdo de hidrogénio em um reator anaerobio de leito empacotado de fluxo ascendente,
tratando vinhaca de cana-de-agucar bruta em condicdo termofilica (55°C). Os valores méaximos
de PVH e HY foram 5252,6 mL Hz d* e 3,7 mol H? mol CH, respectivamente. A comunidade
microbiana também foi estudada e organismos pertencentes aos géneros Caloramator,
Clostridium, Megasphaera, Oxobacter, Thermoanaerobacterium e Thermohydrogenium foram
detectados em amostras retiradas do reator nos dias 30 e 60 de operacdo, sugerindo que esses
organismos contribuiram para a producao de hidrogénio.

Sydney et al. (2018) utilizaram trés consorcios anaerébios mesofilos para producédo de
bioH2 e AO em meio & base de vinhaga por meio de fermentagdo escura. Os consorcios
LPBAH1 e LPBAH2 eram compostos predominantemente por Oxalobacteraceae e
Lactobacillaceae, enquanto LPBAH3 era rico em Lactobacillaceae esporulantes (> 96%).
Cada consorcio apresentou especificidades relacionadas a producédo de biohidrogénio e AO: (i)

0 maior rendimento de bioH> foi obtido com LPBAH1 (>50% Oxalobacteraceae) em meio de
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vinhaca suplementado com caldo de cana-de-aglcar (1,59 + 0,21 mol H, mol™ glicose); (ii) os
menores rendimentos de H> foram alcangados com LPBAH3, que de outra forma produzia a
maior quantidade de acido butirico (até 10 g L™); (iii) LPBAH2 apresentou grande estabilidade
na producdo de H, em diferentes condicGes de pressao parcial de H,. A utilizacdo de consorcios
microbianos e efluentes industriais para a producgéo de biohidrogénio por fermentagéo escura é
vista como uma estratégia chave na tentativa de superar as desvantagens econémicas e técnicas
dessa potencial tecnologia.

Magrini et al. (2020) afirmam que € necessario 0 uso de consorcios microbianos com
alta capacidade de producdo de H2 e AO. No entanto, ndo h& consenso sobre o melhor pré-
tratamento do indculo para eliminar as bactérias consumidoras de hidrogénio. Desta forma, 0s
autores avaliaram a influéncia de trés métodos de pré-tratamento térmico do indculo: T1 =
90°C/10 min; T2 = 105°C/120 min; T3 = 121°C/20 min para a producdo de H; e AO utilizando
vinhaca como substrato. O efeito da concentracdo de vinhaca e do pH inicial (5,0, 6,0 e 7,0)
também foram avaliados. Os maiores valores de producdo de hidrogénio (821,34 mL) e
rendimento (4,75 mmol Hz g ! DQO) foram obtidos usando vinhaca néo diluida em pH 6,0 e
pré-tratamento T1. O maior nimero de cdpias dos genes da Fe-hidrogenase confirmou a maior
producdo de Hz. A presenca de Clostridium e dos microrganismos anaerdbios facultativos
Bacillus e Enterobacter nos consércios microbianos foi confirmada por isolamento e PCR-
DGGE. A maior producdo de AO foi obtida em pH 7,0 e pré-tratamento T3. Este estudo
mostrou que a fermentacdo escura pode ser conduzida pelo pré-tratamento do inéculo e pH
selecionando diferentes processos para a producdo de H> ou AO a partir da vinhaga in natura,
sem adicédo de suplementos.

Fuess; Zaiat e Nascimento (2019) utilizaram um reator anaerébio de leito estruturado na
fermentacao termofilica escura da vinhaca de cana-de-acUcar visando a producdo de bioH». O
aumento da COV aplicada afetou positivamente a producdo de bioH,, atingindo 2074 mL H;
L* d? e indicando uma carga 6tima de aproximadamente 70 kg DQO m~3 d%. O controle do
pH da fermentacdo (5,0-5,5) foi a principal estratégia para manter as condi¢des produtoras de
bioH2, compensando os impactos negativos associados a variabilidade composicional da
vinhaca. Correlagdes metabolicas apontaram o lactato como substrato primario para a produgao
de bioHy, indicando seu acimulo como evidéncia de reatores desequilibrados. A versatilidade
do sistema acidogénico foi confirmada pela identificacéo de trés vias metabdlicas principais de
acordo com o pH, ou seja, produtora de lactato (pH<5,0), produtora de bioHz/butirato (pH=5,0-
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5,5) e produtora de bioH»/redutora de sulfato (pH>6,0), 0 que permite gerenciar a operagéo dos
reatores para finalidades diversificadas em aspectos praticos.

Fuess et al. (2016) avaliaram a producdo continua de bioH; em um reator de leito
empacotado operado em condicdes termofilicas (55°C) utilizando vinhaca de cana-de-acucar
como substrato. Os resultados indicaram que o reator acidogénico apresentou capacidade de
recuperacgéo de perdas de desempenho, independentemente de sua causa, e manutengao de taxas
continuas de producdo de hidrogénio em operacgéo de longo prazo (240 dias). O pH provou ser
um fator chave para a obtencdo de producdo continua de hidrogénio, e os resultados 6timos
foram observados em uma faixa de pH de 5,1 a 5,2. Além disso, foi observada uma COV
especifica 6tima de 6,3 e 6,4 g carboidratos g™ SSV d, valor este consistente com os resultados
de estudos anteriores focados na producéo de hidrogénio a partir de sistemas fermentativos.

Reis et al. (2015) estudaram a producdo de hidrogénio e metano a partir da vinhaca de
cana-de-agucar em um reator anaerébio de leito fluidizado e o ponto interessante deste estudo
€ que os autores utilizaram a glicose como fonte priméria de carbono na primeira etapa e a
vinhaca foi entdo adicionada gradativamente (0% a 100% da fonte organica). Duas
concentragdes de substrato foram utilizadas: R5 (5 g DQO L) e R10 (10 g DQO L) e o TDH
foi variado em 6, 4, 2 e 1 h. A melhor PVH foi de 0,57 L h L** (R5, TDH =1 h, 100% vinhaga).
O melhor HY foi de 3,07 mmol Hz g-1 DQOadicionada (RS, TDH = 6 h, vinhaca:glicose = 1:3). Os
principais metabdlitos foram etanol, &cido butirico, &cido propiénico e metanol. A anélise de
eletroforese em gel de gradiente desnaturante identificou Prevotella sp. e Megasphaera sp.
pertencentes ao dominio Bacteria e Methanobacterium sp. e Methanosphaera sp. pertencente
ao dominio Archaea.

Além da producdo de bioH> por fermentacdo escura da vinhaca, Magrini et al. (2020) e
Sydney et al. (2018) tambem relatam a producdo de AO e solventes a partir deste efluente.
Outros estudos também mostram o potencial de valorizacdo da vinhaca por meio da producéo
de AO e solventes na etapa acidogénica (COUTO et al., 2020; NERY et al., 2018; ENG
SANCHEZ et al., 2021; FUESS et al., 2018; FUESS et al., 2020; MORAES et al., 2019; SILVA
etal., 2021; SYDNEY et al., 2014).

Eng Sanchez et al. (2021) investigaram o potencial do uso da vinhacga de cana-de-agUucar
como substrato na fermentacdo escura para recuperacdo de metabdlitos solGveis com
abordagem de biorrefinaria. Os impactos da temperatura (30-60 °C) e pH inicial (5,0-10,0)
foram inicialmente avaliados em testes em batelada utilizando consércios microbianos obtidos

a partir da fermentagdo natural da vinhaga. O rendimento (401 mg DQOao ¢! DQOinicial) € a
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produtividade (653 mg DQOao L' d') de AO foram maximizados em condicdes
alcalinas/mesofilicas (pH = 8,8-10,0; 40°C). A fermentacdo do tipo acético prevaleceu a 30-
40°C, enquanto o butirato foi o metabdlito primario a uma temperatura mais alta (60°C). Outros
experimentos baseados em alongamento de cadeia foram conduzidos pela adicdo de etanol e
lactato como fontes de carbono exdgenas na fermentacdo da vinhaca, também usando
consarcios microbianos derivados da vinhaca como indculo. O lactato foi adicionado como
reagente quimico e manipueira fermentada (fCFW). A adicdo de etanol foi irrelevante para a
atividade acidogénica. Por outro lado, a adicao de lactato aumentou diretamente a producéo de
acidos propibnico, butirico, isovalérico e caproico, com predominancia de butirato. O
alongamento da cadeia foi particularmente favorecido ao adicionar fCFW com pH ajustado para
7,0, potencializando a geracédo de acido caproico a partir de lactato e butirato e acido isovalérico
a partir de acetato e propionato. Tais resultados destacam o potencial de producdo de AO a
partir da vinhaga como alternativa aos combustiveis gasosos.

Fuess et al. (2020) investigaram a aplicacdo da fermentacéo escura para obtencédo de
metabolitos sollveis de valor agregado (PMS) da vinhaga como estratégia para aumentar a
eficiéncia energética em biorrefinarias de cana-de-acucar. Testes em batelada comparando
sacarose e vinhaga como substratos foram conduzidos, fornecendo dados para entender as vias
de conversdo e medir as implicacGes energéticas da fermentacdo da vinhaca sob condicGes
controladas. Dois métodos distintos de pré-tratamento do indculo, &cido-térmico e térmico
também foram avaliados. No geral, a producdo do butirato foi a principal via de conversdo
observada na acidogénese da vinhaca, levando a concentracfes de acido butirico/isobutirico
acima de 6,0 g L™, independentemente do pré-tratamento do inculo. Os acidos lactico e malico
foram os substratos primarios, com predominancia da fermentacédo lactato-butirato, sugerindo
o0 estabelecimento de uma relacéo sintréfica entre bactérias produtoras de lactato e populacGes
de clostridios. De acordo com os autores, considerando 0s aspectos energéticos, a producdo
aprimorada de butirato pode levar a um potencial de recuperacéo de energia de 30,9 a 33,4 MW,
superando sistemas anaerobios altamente eficientes de producdo de biohidrogénio (<1,0 MW)
e metano (25,5 MW). Embora aspectos tecnoldgicos importantes ainda exijam a devida atencao
para a recuperacdo de PMS de substratos fermentados de forma econdmica, foi comprovada a
relevancia energética da producdo de butirato a partir da vinhaga, caracterizando uma
abordagem eficiente para melhorar o desempenho energético de biorrefinarias de cana-de-

acucar.
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Moraes et al. (2019) avaliaram o papel da vinhaga de cana-de-agtcar como fonte de
nutrientes e os impactos de diferentes métodos de pré-tratamento de in6culo (&cido-térmico e
tratamento térmico) em sistemas acidogénicos visando a producdo de AO de cadeia curta e
alcoois de valor agregado. A producdo de AO de cadeia curta foi 47,3% maior em reatores
alimentados com vinhaga, com acidos isobutirico (até 10,3 g L™) e butirico (até 10,6 g L™?)
como os metabdlitos priméarios provavelmente resultantes da conversdo de lactato. O etanol foi
o0 principal produto das vias solventeogénicas em todas as condi¢Bes, com valores variando
entre 2,7 e 52 g L%, enquanto nenhum butanol foi detectado. As anélises microbianas
revelaram altos valores de abundéncia relativa para os géneros Clostridium, Lactobacillus,
Bacillus e Ruminococcus, com predominancia do género Clostridium (17%) em reatores de
tratamento acido-térmico e do género Lactobacillus (37%) em reatores de tratamento térmico.
No geral, a vinhaca provou ser um substrato adequado para a producdo de AO de cadeia curta
de valor agregado, o que caracteriza uma abordagem potencial de gestdo para esse fluxo de
efluentes. Nesse sentido, a producdo bioquimica de butirato a partir da vinhaca poderia
diversificar o portfdlio de produtos das biorrefinarias de cana-de-agtcar, minimizando também
as perdas de energia ao converter fracdes de carbono residual.

Silva et al. (2021) afirmam que, apesar do potencial uso da vinhaca de cana-de-agUcar
para a producdo de AO, ha dois obstaculos a serem superados para a viabilizacdo dessa
producdo em larga escala: (i) atividade metabdlica descontrolada com persisténcia de arqueias
metanogénica em processos bioldgicos e (ii) limitacbes na recuperacdo dos AO produzidos
(ATASQY et al., 2018). Os efeitos de parametros operacionais na producdo e composicdo de
AO, como pH, TDH, temperatura e tipo de inoculo utilizando vinhaga tém sido intensamente
estudados.

Os diversos estudos citados demonstram um caminho promissor para a recuperacdo de
diferentes subprodutos de interesse a partir da fermentacdo escura da vinhaca de cana-de-
acucar. No entanto, ainda existe uma necessidade de otimizacdo dos parametros operacionais
desse processo. Varios estudos citaram a necessidade de pré-tratamento do inoculo para a
inibicdo de microrganismos metanogénicos e suplementacdo dos reatores com alcalinidade para
que sua estabilidade seja mantida. Embora a reducdo ou mesmo a eliminagédo da suplementagéo
de alcalinidade na fermentacdo escura seja de importancia econdémica e ambiental, poucos
estudos sobre o assunto séo relatados na literatura. O controle do pH € relatado como essencial
para conduzir a acidogénese para a producgdo de AO, solventes e hidrogénio, e a possibilidade

de perder o controle das vias bioquimicas é um tanto quanto desafiadora. Diante disto, acredita-
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se que a estratégia de fermentacéo escura sem ajuste de pH que foi utilizada por Mota et al.
(2018) deve ser avaliada para a vinhaca de cana-de-aguicar. E importante destacar que os autores
obtiveram produgéo satisfatoria de bioH. em pH abaixo de 3,0 com a inoculagdo do reator
dispensando o pre-tratamento do lodo anaerdbio, necessario para a eliminacdo dos

microrganismos consumidores de hidrogénio.
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6 PROCESSAMENTO DE AGUA RESIDUARIA DE ATUM EM CONSERVA
EM REATORES ACIDOGENICOS.

No Brasil, a cadeia do atum é um setor que vem crescendo consideravelmente nos
ultimos anos. Apds mais de 20 anos com balanca no comércio externo deficitaria, esta cadeia
apresentou um pequeno superavit em 2020 e um significativo crescimento em 2021. Em 2021,
este setor apresentou um superavit comercial de 17 milhdes de dodlares, e desconsiderando
comparagfes com o ano de 2020 (atipico por causa da pandemia da Covid-19) e analisando
2019, o crescimento nas exportacdes foi de 17 %, enquanto as importacdes apresentaram queda
de 41%. Até 2017, as exportacdes de atum em conserva estavam concentradas apenas na regiao
Sul e nas industrias de Santa Catarina, no entanto, a partir de 2018, a industria do Ceara elevou
o total brasileiro exportado em 2021 para 17,3 milhGes de ddlares, o que resultou em um
expressivo crescimento de 91% sobre o ano de 2019 (SEAFOOD BRASIL, 2022).

Como resultado do processo produtivo utilizado na industria de conservas de pescado,
sdo gerados grandes volumes de &guas residuarias, que contém altas concentracdes de sélidos,
matéria organica, nitrogénio, além da alta salinidade. A salinidade é causada principalmente
por uma alta concentracdo de NaCl que esta fortemente relacionada a sazonalidade neste setor,
gerando cargas repentinas de choque de sal ou variagdes inesperadas na concentracdo de sal (2-
35 g NaCl L) (CRISTOVAO et al., 2016) dependendo das mudancas na matéria-prima
processada na fabrica.

A Espanha é o maior produtor europeu de alimentos enlatados, com mais de 343.000
toneladas de produto produzido, avaliado em 1.500 milhGes de euros. O produto principal, o
atum, constitui cerca de dois tercos do volume produzido e metade do valor. Notavelmente, a
Espanha produz quase 70% das conservas de atum processado na UE (Uni&o Europeia) (FOOD
AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS - FAO, 2021).

A industria de conservas de frutos do mar é um setor econdmico crucial na Galicia (local
onde foi realizada esta etapa da pesquisa, noroeste da Espanha), que representa 86% da
producdo total de conservas de peixes na Espanha. A Galicia € o terceiro maior produtor
mundial, atras apenas da Tailandia e da China, e a sua producao representa atualmente 67% e
80% da producéo europeia e espanhola, respectivamente. As conservas galegas produzem uma
grande variedade de materias-primas, e as conservas de atum representam 65,5% da producéo
total (BERMUDEZ-PENABAD; KENNES e VEIGA, 2017). Proteinas e lipidios sdo
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predominantes nos efluentes do cozimento do atum. Portanto, é previsivel um aumento na
concentracdo de amonia quando se trata desse tipo de efluente, principalmente os efluentes de
farinha de peixe, devido ao alto teor proteico (OMIL; MENDEZ e LEMA, 1996). Veiga;
Méndez e Lema (1994) avaliaram o tratamento anaerobio do processo de cozimento de atum e
os autores também relataram que este efluente é caracterizado por uma alta concentragéo de
proteinas, constituindo mais de 80% da matéria organica, o restante sendo acidos organicos
(AO) e gorduras, além de uma concentragio relativamente alta de sal (9,2 g NaCl L),

Esses efluentes precisam ser tratados de forma eficiente antes de seu langamento para
evitar pressdes no meio marinho, e do ponto de vista da economia circular, a valorizagao desses
efluentes é altamente desejada. Em 2020, a Unido Europeia (UE) adotou um novo plano de agéo
de economia circular que visa promover uma Europa mais limpa e competitiva por meio de
medidas ao longo de todo o ciclo de vida do produto (EUROPEAN COMISSION, 2020).
Visando esse novo conceito de economia circular, a recuperacdo de residuos passa a ser um
aspecto essencial e a digestdo anaerobia (DA) tem sido uma das estratégias mais utilizadas para
a producdo de produtos biotecnolégicos de valor agregado. Uma metodologia de producéo de
base bioldgica eficiente deve levar em consideracdo todos os fatores que determinam a
viabilidade do processo, como a necessidade de pré-tratamento, rendimento de producéo,
processos subsequentes de purificacdo e recuperacdo e, principalmente, disponibilidade da
matéria-prima (BHATIA; YANG, 2017). Portanto, a utilizacdo de residuos como matéria-prima
é essencial para a viabilizacdo da producdo biologica a partir da DA e diversos estudos mostram
o0 potencial de recuperacédo de produtos (biogas, AO e solventes) a partir de residuos e efluentes
da industria de produtos marinhos (BERMUDEZ-PENABAD; KENNES; VEIGA, 2017;
CADAVID-RODRIGUEZ; VARGAS-MUNOZ; PLACIDO, 2019; FRA-VAZQUEZ et al.,
2020; OMIL; MENDEZ; LEMA, 1996; SANCHEZ, 2017).

Cadavid-Rodriguez; Vargas-Mufioz e Placido (2019) avaliaram o potencial de producao
de biogés a partir de dejetos de peixes como fonte de energia renovavel para comunidades de
pescadores. Quatro diferentes concentracdes de residuos de peixes (1%, 1,5%, 2% e 2,5% de
solidos totais (ST)) foram digeridos durante 28 dias em condi¢des mesofilicas. A concentracdo
de 1% de ST teve 0 maior PBM (464,5 mL CH4 g SV*) e a menor produgéo de AO (2515 mg
L1); em contraste, a concentracdo de 2,5% teve a maior producdo de AO (11302 mg L) ea
menor producio de metano (206,86 mL CH4 g SV1). Os resultados apresentados pelos autores

mostraram que a producdo de biogas a partir de dejetos de peixes é uma alternativa vidvel e
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sustentavel para o manejo adequado desse material e fornecer energia renovavel as
comunidades de pescadores.

Omil; Méndez e Lema (1996) avaliaram o tratamento individual ou em combinagéo dos
principais efluentes produzidos na coc¢do de mexilhdes ou atum e na fabricacdo de farinha de
peixe em uma planta piloto industrial. Foi utilizado um digestor anaerdbio de atividade central
de 15 m3, por um periodo de dois anos. Durante todo o periodo de operacdo, a eficiéncia de
remocao de demanda quimica de oxigénio (DQO) foi de 70 a 90% e a adi¢do de nutrientes ndo
foi necessaria. Os percentuais de metano obtidos no biogas variaram entre 60 e 65% e o sulfeto
de hidrogénio entre | e 4%, dependendo do teor de sulfato do afluente. A producdo média de
metano, medida a 15°C e 1 atm, foi de 301 L kg DQOremovida™.

Fra-Vazquez et al. (2020) avaliaram a eficiéncia de conversdo de DQO em AO de um
substrato composto por agua residuaria produzida em uma fabrica de processamento de
mexilhdes cozidos. Foi utilizado um reator de mistura de 5 L operado em modo continuo. A
acidificacdo maxima de 43% (AO total na base de DQO solavel) foi obtida quando uma de
carga organica de 2,5 + 0,4 g DQO L d? foi aplicada ao reator, o que levou a uma
produtividade volumétrica de AO de 0,72 + 0,07 g DQOao L d. Em estado estacionario, a
mistura obtida de AO foi composta por 80: 18: 2% (AO com base na DQO soluvel) de cidos
acético: propionico: butirico. Os carboidratos foram degradados em até 96%, enquanto a
fermentac&o da proteina ndo ocorreu, provavelmente devido ao baixo valor do pH, limitando a
acidificacdo maxima das aguas residuarias. Experimentos em batelada mostraram que o
aumento do pH de 4,2 para 4,9 pela adi¢cdo de NaHCO3 resultou na melhora da acidificagéo e
alterou a composicdo da mistura de AO. A &gua residuéria avaliada foi caracterizada com altas
concentragdes de matéria organica (13,7 + 3,2 g DQO L) e sal (21,8 + 2,8 g NaCl L) e baixo
pH (4,6 £ 0,6). Assim, este estudo demonstra a oportunidade de usar substratos complexos,
como aguas residuarias de processamento de mexilhdes cozidos, para produzir afluentes ricos
em AO em condic¢des operacionais desfavoraveis, como alta salinidade e baixo pH.

Sénchez (2017) explorou a viabilidade da producédo de acidos organicos usando tipos
distintos de aguas residuérias de peixe enlatado em dois reatores acidogénicos. Uma das aguas
residudrias era proveniente da lavagem das caldeiras e a outra era produzida apos a fervura do
atum. A principal diferenca entre elas reside no fato de o efluente de lavagem apresentar
menores concentracdes de materia organica (4,16 e 16,3 de DQO soluvel, respectivamente) e
de AO (0,26 e 9,27 g DQOao L™, respectivamente) em comparagdo com a agua residuaria de

cozimento. O &cido acético foi o mais produzido: 45,5% DQOao ao acidificar o efluente de
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lavagem e 43,1% DQOao ao acidificar o efluente de cozimento, comparando o estado
estacionario de ambos os reatores. No entanto, o acido propidnico também foi profusamente
produzido durante a acidificacdo do efluente de lavagem (27,7% DQOao) enquanto, por outro
lado, o butirico foi favorecido durante a acidificacdo do efluente de cozimento (38,4% DQOno),
provavelmente devido a alta salinidade (22,4 + 4,3 g NaCl L?). Tal estudo demonstra
novamente a viabilidade de acidificacdo de substratos muito complexos, como os de peixe
enlatado, que sdo ricos em lipidios e proteinas com a dificuldade adicional das altas
concentracdes de NacCl.

Bermudez-Penabad; Kennes e Veiga (2017) estudaram o efeito de varios valores de pH
(5,0-10,0) e porcentagem de solidos totais (ST) na digestdo anaerdbia de residuos de atum na
producdo de AO, tanto em ensaios em batelada quanto em reator continuo. A producdo de AO
foi afetada pelo pH e foi significativamente maior em condi¢des alcalinas atingindo uma
producio de 30611 mg DQO Lt em pH 8,0. Os principais AO consistiram principalmente em
acido acético, propidnico, n-butirico e i-valérico. O acido acético foi o principal produto em
todos os valores de pH testados. Os melhores resultados foram obtidos com 2,5% de ST,
atingindo 0,73 g DQOao g* DQOresiqio. Em concentragdes mais altas de ST (5 e 8%),
concentragdes de AO.

Mais atencdo tem sido dada a valorizagdo dos residuos organicos na producdo de acidos
organicos e solventes (BEVILACQUA et al., 2020; IGLESIAS-IGLESIAS et al., 2020). No
entanto, o potencial de desenvolvimento industrial desses bioprocessos ainda é severamente
limitado, principalmente devido a falta de seletividade do produto. A estequiometria de
biotransformacédo depende fortemente de condi¢des operacionais como pH ou caracteristicas de
alimentacdo e ainda ndo existem ferramentas que permitam que o processo seja completamente
direcionado a esses produtos de interesse (REGUEIRA et al., 2019).

Apesar de serem uma fragdo relevante de muitos residuos industriais, as proteinas e seus
mecanismos de fermentagdo n&o foram estudados tdo profundamente. Sua principal
complexidade reside no fato de que podem ser considerados como uma mistura de cerca de 20
substratos diferentes, ou seja, os aminoacidos (AA). As reagdes de Stickland sdo amplamente
aceitas como o principal mecanismo de conversio de AA em AO (RAMSAY e
PULLAMMANAPPALLIL, 2001), no entanto, ja foi demonstrado que sua estequiometria ndo
é fixa. Existem evidéncias que sugerem que o pH pode afetar esse mecanismo (BEVILACQUA
et al., 2020; 2021; BREURE e VAN ANDEL, 1984; REGUEIRA et al., 2019; YU; FANG,
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2003). Mudancas em algumas condi¢cdes operacionais modificam as rotas preferenciais de
degradacdo de diferentes AA e consequentemente afetam o espectro do produto previsto.
Também foi demonstrado que os AAs podem influenciar a degradacdo de outros devido a
interacdo entre si. As reacOes de degradacdo de diferentes AA que tanto produzem quanto
consomem NADH sdo um exemplo explicito dessa competicdo que pode ter diferentes produtos
de degradacédo dependendo das condigdes operacionais ou das interagdes com outros AA.

Bevilacqua et al. (2020) investigaram como a composicao proteica, ou seja, o perfil de
AA, afeta o consumo individual dos mesmos e, consequentemente, o resultado do processo.
Fermentacgdes de cultura mista foram utilizadas com duas proteinas modelo (caseina e gelatina)
usando reatores continuos e em batelada com pH 7,0 a 25°C. A acidificacdo foi incompleta para
ambas as proteinas, com a caseina atingindo um valor superior ao da gelatina. Embora
dominados pelo acido acético, os espectros do produto também foram diferentes, com o acido
n-butirico como o segundo produto principal para a caseina e o acido propibnico para a gelatina.
Foi demonstrado o consumo preferencial de AA, o que curiosamente depende da composicéo
da proteina. A estequiometria descreveu com precisdo a producéo de acido iso e n-butirico, mas
falhou para a geracdo de acido propionico, iso e n-valérico. No geral, este estudo oferece uma
melhor compreensdo dos mecanismos de fermentacdo de proteinas, o0 que ajudara a melhorar
0s modelos de degradacdo e a projetar processos de fermentagdo, com base na selegcdo de
substrato ideal.

Em um estudo posterior, Bevilacqua et al. (2021) investigou a influéncia do pH na
conversdo das proteinas modelo (caseina e gelatina) em AO pela fermentacdo de cultura mista
anaerobia. Neste estudo, foi demonstrado que o pH afeta a estequiometria da conversao de AA
em AO, alterando as interacfes dos AA e/ou a configuragdo molecular O pH 7,0 maximizou a
degradacdo de AA, enquanto um espectro de produto mais diversificado foi obtido em
condicdes acidas (pH 5,0), independentemente da composi¢do da proteina. No entanto, essas
tendéncias foram mais evidentes na fermentacdo da caseina. Os autores também observaram
que o pH 9,0 resultou em uma forte queda na conversdo da gelatina, de valores proximos a 50%
em pH 7,0 para valores abaixo de 20%. Concluiu-se que o resultado da fermentacdo de
substratos ricos em proteinas depende principalmente da composicao da proteina e do pH.

Regueira et al. (2019) estudaram a modelagem metabdlica para prever a producéo de
AO a partir de substratos ricos em proteinas por fermentacao de cultura mista. De acordo com
0s autores, os rendimentos de AO sdo afetados apenas pelo pH na regido acida com converséo

méaxima de proteinas em valor de pH 7,0, variando de 85% a 94%. Os autores também relatam
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que o rendimento de n-butirato pode triplicar quando o pH muda de 6,0 a 4,5. Liang e Wan
(2015) também relataram um aumento de 152% na producdo de &cido butirico a partir de bagago
de malte de cevada, por meio da suplementacéo alternativa de acido lactico.

Breure e Van Andel (1984) conduziram estudos de digestdo anaerdbia de proteinas
usando gelatina dissolvida em um meio mineral, em reatores continuos de mistura com
populacdo mista de bactérias, alimentados com limitacdo de carbono. O TDH e o valor do pH
da cultura foram variados progressivamente para determinar as condicdes ideais para hidrélise
e acidificacdo (isto é, formacdo de AQ). O valor étimo de pH pareceu estar na regido neutra
(pH > 6,3), e 0 TDH minimo que permitiu o crescimento em estado estacionario foi de 4,3 h.
Sob este TDH e com pH igual a 7,0, a hidr6lise da gelatina foi 78% completa e 79% da proteina
hidrolisada foi fermentada para produtos identificaveis. Os principais produtos da fermentacédo
foram acetato, propionato e valerato, e pequenas quantidades de outros AO. A composi¢do do
produto foi relativamente independente da taxa de dilui¢cdo, mas variou substancialmente com
o valor do pH.

Yu e Fang (2003) estudaram a influéncia do pH e da temperatura na acidogénese de
aguas residuarias ricas em gelatina em um reator anaerobio de fluxo ascendente. Comparado
com a temperatura, o pH teve um efeito mais significativo na acidogénese. A eficiéncia de
degradacédo da gelatina aumentou substancialmente com o pH, de 60,0% em pH 4,0 a 97,5%
em pH 7,0. O grau de acidificacdo aumentou de 32,0% em pH 4,0 para 71,6% em pH 6,5, mas
caiu para 66,8% quando o pH aumentou para 7,0. O pH 6timo para a atividade acidogénica
global foi de 6,0. A operacao em pH de 4,0-5,0 favoreceu a producéo de propionato, hidrogénio,
enquanto a operacdo em pH 6,0-7,0 favoreceu a producao de acetato, butirato e iso-butirato.

Tais estudos demonstram uma recente busca por um melhor entendimento da producao
de AO a partir da degradacdo de proteinas em processos de fermentagdo utilizando culturas
mistas de microrganismos. Avancos no conhecimento de como a composicdo de AA de
substratos proteicos afeta seu consumo e interacdo e, consequentemente, a seletividade dos AO
e a produtividade do processo foram obtidos. No entanto, a maioria dos estudos da conversédo
de proteinas a AO atualmente disponiveis na literatura foram conduzidos com substratos
sintéticos. Portanto, ainda falta entendimento e aplicabilidade em relacdo a efluentes reais. Este
estudo visa ajudar a suprir essa lacuna atual na comunidade cientifica e, para tanto, avaliou a
producéo de AO a partir da fermentacdo escura de uma agua residudria real rica em proteinas

(efluente de cozimento de atum em conserva).
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7 CONSIDERACOES GERAIS

Ap0s toda esta fundamentacdo tedrica, que descreve o processo de digestdo anaerobia e
a possiblidade de recuperacdo de subprodutos de interesse a partir da fermentacdo escura de
efluentes reais, 0s principais desafios de tais processos e a importancia da valorizagdo dos
efluentes escolhidos para este estudo, a proxima parte deste trabalho se destina a aplicacédo
destes conceitos aqui apresentados. Serdo apresentados trés estudos de fermentagdo
acidogénica. No primeiro estudo, o soro de queijo foi utilizado como substrato principal € no
segundo estudo a vinhaga de cana-de-acgucar foi o substrato escolhido. Ambos os estudos tinham
como objetivo principal a producdo de bioH> sem a utilizacdo de qualquer tipo de controle de
pH, além da producédo de AO e solventes. O terceiro estudo que sera apresentado, foi conduzido
com o objetivo principal de compreender melhor os mecanismos de producéo de AO e foi
desenvolvido em parceria com o Departamento de Engenharia Quimica da Universidade de
Santiago de Compostela (USC). Este grupo possui vasta experiéncia na area de producéo de
compostos bioquimicos e de valor agregado e trabalha atualmente em uma linha de pesquisa

especifica na &rea de producdo de acidos graxos volateis (AGV) a partir de dguas residuarias.
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8 ETAPAS DO ESTUDO

O presente estudo foi desenvolvido com base no trabalho conduzido por Mota (2019) e
0 ponto de partida para escolha da configuracao dos reatores utilizados e condi¢des operacionais
iniciais estabelecidas foram os melhores resultados obtidos pela autora. Mota (2019) avaliou a
producdo biologica de hidrogénio em longo prazo em reatores acidogénicos com efluente a base
de sacarose em condicdes extremamente acidas. A autora ndo utilizou nenhum tipo de ajuste de
pH, o que resultou em valores em torno de 2,7 para o efluente. Uma producéo de H> continua,
estavel e de longa duracio foi atingida, com valores de PVH de 4200 mL H2 L't d* e rendimento
de 3,4 mol H, molsacaroseconsumida, CONCOMitante com a producdo de acido acético e etanol.
Tais resultados abriram um novo campo de investigacao para producao bioldgica de hidrogénio
por fermentagdo escura sem ajuste de pH, além da necessidade de avaliacdo de tal estratégia de
operacédo com diversos tipos de efluentes reais.

Este estudo (Processo FAPESP n° 2017/06940-6) também é parte integrante do Projeto
Tematico “Aplicagdo do conceito de biorrefinaria a estacdes de tratamento biologico de aguas
residudrias: o controle da polui¢do ambiental aliado a recuperagdo de matéria e energia”
(Processo FAPESP n° 2015/06246-7) e foi dividido em trés principais etapas conforme
detalhado na Tabela 2.

Tabela 2 — Principais etapas do estudo.

Principal substrato Configuracao Produtos de Ajuste de
Etapa . Temperatura -
utilizado do reator interesse pH
Soro de queijo UASB 35°C . .
1 desidratado . BioH;, acidos N&o
L LE 35°C organicos e solventes
reconstituido
Vinhaga de cana-de- UASB 30°C BioH,, &cidos N0
acucar in natura diluida UASB 55°C organicos e solventes
Agua residuéria de - .
3 cozimento de atum em Rea_ttor de 37°C Acidos organicos e Sim
mistura solventes

conserva
Fonte: Elaborada pela autora.

Siglas: LE - leito fixo estruturado; UASB - Upflow Anaerobic Sludge Blanket (reator anaerdbio de fluxo
ascendente).

A operacgdo dos reatores das Etapas 1 e 2 foi realizada no Laboratorio de Processos
Biologicos (LPB), localizado na Escola de Engenharia de Sdo Carlos (EESC), Universidade de
Séo Paulo (USP) em Séo Carlos-SP, Brasil. As analises microbioldgicas realizadas para estas
etapas foram feitas em parceria com a pds-doutoranda Vera Taina Franco Vidal Mota da

Divisdo de Recursos Microbianos (DRM) localizada no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
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Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp), supervisionada pela Dra. Valéria Maia Merzel. Também foi estabelecida uma
parceria com o Dr. Gustavo César Dacanal, docente na Faculdade de Zootecnia e Engenharia
de Alimentos (FZEA) da USP de Pirassununga-SP, Brasil, onde foram realizadas analises que
determinaram a distribuicdo do tamanho de particula e didmetro principal dos granulos da
biomassa dos reatores operados nas Etapas 1 e 2.

A Etapa 3 do estudo foi conduzida com base nos resultados obtidos na Etapa 1 e 2, nas
quais foram obtidas altas concentracdes de acidos organicos (AO) e solventes, e foi realizada
dentro do programa de Bolsa Estagio de Pesquisa no Exterior (BEPE) da Fundacdo de Amparo
a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) (Processo FAPESP n°2019/25341-1) em parceria
com o Departamento de Engenharia Quimica da Universidade de Santiago de Compostela

(USC), Espanha sob a supervisdo do Dr. Juan M. Lema.
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9 PRODUCAO DE HIDROGENIO E ACIDOS ORGANICOS A PARTIR DA
FERMENTACAO ESCURA DO SORO DE QUEIJO!

Este estudo teve como objetivos especificos (i) avaliar a producéo de biohidrogénio
(bioH>) a partir do soro de queijo, um efluente real e complexo, com baixa capacidade tampéo,
sem nenhum tipo de ajuste de pH; (ii) avaliar a producdo de outros metabdlitos de interesse,
como &cidos organicos (AO); (iii) comparar o desempenho operacional de um reator UASB -
Upflow Anaerobic Sludge Blanket (reator anaerobio de fluxo ascendente e manta de lodo) com
um reator de leito fixo estruturado (LE) na fermentacdo escura do soro de queijo; e (vi) fornecer
conhecimento para a compreensdo da fermentacdo escura do soro de queijo sem ajuste de pH
com e sem o0 uso de sacarose durante a partida do reator. A estratégia de fermentacdo escura
sem ajuste de pH utilizada neste estudo pode diminuir os custos de bioconversao de residuos
em produtos biotecnolégicos de valor agregado de interesse. Outra vantagem é que torna a
prevencdo da poluigdo mais atrativa economicamente, além de promover o avango do

conhecimento na area de valorizacdo de efluentes.
9.1 Material e métodos
9.1.1 Abordagem experimental e condi¢es operacionais

As condicdes operacionais e configuracfes iniciais dos reatores em todas as etapas
foram estabelecidas com base nos melhores resultados obtidos por Mota et al. (2018) para uma
producio de bioH, de longo prazo com rendimentos satisfatdrios, que foram 25 g DQO L d*
(DQO, demanda quimica de oxigénio) para carga organica volumétrica (COV) e 4,6 h para o
tempo de detencdo hidraulica (TDH). Duas configuracGes de reatores acidogénicos foram
avaliadas: um leito estruturado (LE) e um UASB - Upflow Anaerobic Sludge Blanket (reator
anaerdbio de fluxo ascendente) (Figura 4), que apresentaram a maior estabilidade e a maior
producéo de bioH> e rendimentos no estudo conduzido por Mota et al. (2018). Os reatores LE
e UASB tinham um volume de 1,32 e 1,46 L, respectivamente, e ambos foram operados em

condicdo mesofilica, 35°C.

!Esta etapa do trabalho encontra-se presente no artigo Hydrogen and organic acid production from dark
fermentation of cheese whey without buffers under a mesophilic condition (RIBEIRO et al., 2022).
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Figura 4 — Reator de leito estruturado (LE) (a) e reator UASB - Upflow Anaerobic Sludge
Blanket (reator anaerdbio de fluxo ascendente) (b) utilizado no processamento do soro de
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Fonte: Elaborada pela autora.

O estudo foi dividido em trés etapas que foram conduzidas de acordo com o substrato
utilizado e 0 método de adaptacdo de biomassa e sdo resumidas na Tabela 3. A inoculacao foi
feita sequindo exatamente o procedimento descrito por Mota et al. (2018). Foi utilizado lodo
granular de um reator UASB metanogénico (estagio Unico) que trata efluente de abatedouro de
aves, localizado no municipio de Pereiras-SP. Os granulos de biomassa foram completamente
rompidos com um liquidificador, misturados ao substrato constituido de sacarose em proporcéo
adequada para manter a concentragdo de 15 g SVT L (SVT, sélidos volateis totais) e 0 indculo
foi recirculado nos reatores por 3 dias com o mesmo TDH de operagéo dos reatores, 4,6 h. Em
cada etapa, os reatores foram esvaziados e reinoculados utilizando o mesmo in6culo e

procedimentos.
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Tabela 3 - Resumo das etapas e suas condi¢cdes operacionais para processamento de soro de

queijo.
Etapa Du(rg)g 80 Substrato  Reatores Nomenclaturas (gD QCOOI\_/' L T('ﬁ;" (gslf'l)
t-s 0 Lhme £ LES 25 46 445
250 156 Aspgr';as Uﬁé’ B I_UE-SSOO 25-90 4,6-48  4,8-60
3 - S (adaptacio) sle;](;;;gse VASE v 25 4.6 4.8
+ S0 (operacdo) 116 LE LE-So (S)

Fim - soro

Fonte: Elaborada pela autora.
Siglas: U - UASB; LE - leito fixo estruturado; S — sacarose; So — soro de queijo; So (S) — S (adaptacéo)
e So (operacdo).

Primeiramente, foi realizada uma etapa como controle (Etapa 1 - S). Os reatores foram
alimentados com &gua residudria a base de sacarose, 0 mesmo substrato utilizado por Mota et
al. (2018) composto por 4450 mg L* de agticar demerara (Native®) e uma solucéo de nutrientes
proposta por Jeison (2007), cujas concentracdes sdo apresentadas na Tabela4. A COV e o TDH

foram mantidos em 25 g COD L d e 4,6 h, respectivamente.

Tabela 4 — Composicéo da solucéo de nutrientes.

Composto Concentracao
NH.CI (mg L?) 170
CaCl,.2H,0 (mg L™?) 8
KH2PO,4 (mg L) 37
MgS0..4H,0 (mg L) 9
FeCls.4H,0 (mg L?) 2
CoCl,.6H,0 (mg L™?) 2
MnCl,.4H,0 (mg L) 0,5
CuCl,.2H,0 (mg L) 0,03
ZnCl, (mg L) 0,05
HsBOs (mg L) 0,05
(NH4)5M07024.4H20 (mg L’l) 0,09
Na;Se03.5H,0 (mg L) 0,1
NiCl,.6H20 (mg L?) 0,05
EDTA (mg L%) 1
HCI 36% (uL L) 1

Fonte: Elaborada pela autora.

A proxima etapa do experimento foi conduzida com apenas soro de queijo sintético
como substrato de alimentacéo (Etapa 2 - So). Inicialmente, a concentracdo do substrato (So),
COV e TDH foram estabelecidas com base nos melhores resultados relatados por Mota et al.
(2018), os quais foram 4,8 g L™, 25 g DQO L d* e 4,6 h, respectivamente. A partir do 15° dia
de operacdo, a COV foi dobrada e o TDH foi mantido constante, resultando em um aumento da
COV de 25 para 50 g DQO L d*. A partir do 47° dia de operacéo, a So foi fixada em 60 g L,
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considerando que o soro de queijo tipico tem uma DQO média de 50-102 g L (PRAZERES;
CARVALHO; RIVAS, 2012) . Uma vez que a So foi fixada, o TDH foi gradualmente variado
de 4,6 a 48 h, resultando em mudangas na COV de 30 a 90 g DQO L* d! (conforme indicado
na Tabela 5).

Uma terceira etapa da operacéo foi conduzida, Etapa 3 - S (adaptacéo) + So (operacgéo),
na qual uma abordagem ecobiotecnolédgica foi utilizada como estratégia alternativa para
melhorar a producéo de bioH>. Esta abordagem é baseada no principio da competicéo e selecéo
natural, fornecendo um estresse seletivo para um metabolismo desejado em um sistema de
comunidade microbiana diverso, com base nas condi¢des de operacdo do substrato usado em
um biorreator (BANU et al., 2020). Os reatores foram alimentados por cerca de 2 meses apenas
com agua residudria a base de sacarose. Posteriormente, 0 soro de queijo passou a ser
adicionado e misturado ao afluente gradativamente, em propor¢des de 10% a 100%. Como
nesta etapa a fracdo de soro de queijo era variavel, as condi¢des operacionais foram mantidas
constantes em 25 g DQO L dparaa COV e 4,6 h para o TDH. Esta estratégia de utilizar agua
residudria a base de sacarose durante a partida sob tais condicGes foi adotada para promover a
selecdo de microrganismos produtores de hidrogénio adaptados a condicBes extremamente
acidas, conforme relatado anteriormente por Mota et al. (2018).

Nas Etapas 2 e 3, foi utilizado o soro de queijo desidratado reconstituido e a composicao
do substrato de acordo com as especificacdes do fabricante era (%): carboidrato (76,5), proteina
(13,3), gordura total (1,0), sodio (1,1) e umidade (3,5). O valor energético era de 363 kcal/100g.
A caracterizacdo de macro e micronutrientes presentes originalmente na composicdo
considerando uma solugdo de 10 g de DQO L* era (mg L™Y): ferro (0,092), niquel (<0,008),
calcio (90), cobalto (0,005), cobre (0,033), fésforo (136), magnésio (8,86), manganés (0,013),
nitrogénio amoniacal (3), nitrogénio total (208), 6leos e graxas (207), potassio (88), sodio (63),
zinco (0,090) e carbono organico total (COT) (3728).

9.1.2 Monitoramento dos reatores e métodos analiticos

O monitoramento dos reatores baseou-se na medicéo das seguintes varidveis: pH, DQO
total (DQOt) e soluvel (DQOs), carboidratos totais (CH), proteinas totais (Pr), &cidos organicos
(AO), etanol (EtOH), metanol (MeOH), sélidos em suspenséo volateis (SSV) na fase liquida;
vazdo e composicao do biogés (CB) para a fase gasosa. As analises de pH, DQOt, DQOs e SSV

foram baseadas em protocolos descritos no Standard Methods for the Examination of Water
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and Wastewater (APHA; AWWA; WEF, 2012). As determinagdes de CH, &cido lactico (HLa)
e Pr foram baseadas em Dubois et al. (1956), Taylor (1996) e Lowry et al. (1951)
respectivamente. As concentracdes de AO e solventes foram obtidas por cromatografia gasosa
(GC/FID) segundo Adorno; Hirasawa e Varesche (2014). Antes das analises de DQOs, CH,
HLa, AO e solventes, as amostras foram filtradas em filtros de 0,45 um.

A CB (% de Hy, CO2 e CH4) foi medida usando um cromatografo de gas (GC 2010
Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo) equipado com uma coluna Carboxen (1010 plot, 30 m x
0,53 mm) e um detector de condutividade térmica. O gas de arraste usado foi o argdnio. A
temperatura da coluna foi elevada de 130°C para 135°C a uma taxa de 46°C/min e as
temperaturas do injetor e detector foram, respectivamente, 220 e 230°C (PERNA et al., 2013).
A vazdo de biogas foi monitorada por meio do acoplamento de um medidor de gas (modelo
MGC-1 V30; Dr.-Ing. Ritter Apparatebau GMBH & CO. KG, Bochum, Germany) diretamente
no headspace dos reatores.

9.1.3 Avaliacdo de desempenho dos reatores

Com base nos resultados das analises de monitoramento, foram realizados célculos para
avaliar o desempenho dos reatores e os parametros incluiram: conversdo de sacarose (ECs; %),
conversdo de carboidratos totais (ECcH; %); conversdo de proteina (ECpr; %); produgdo
volumétrica de hidrogénio (PVH; mL H, L™ d1); CB (% de Hy, CO, e CHa), rendimento de
hidrogénio (HY; mol H2 mol™sacaroseconsumida (Etapa 1) € mol Hz mol™*CHconsumidos (Etapas 2 e
3)), producdo de é&cido acético pela rota homoacetogénica ([HAC]homo), rendimento de
metabdlitos (Y M) e rendimento de &cido lactico (YHLa). As equacdes para calcular as variaveis

de monitoramento sdo descritas na Eq. 1 a 9.
Xar — X
ECy(%) = <u> x 100 Eq. 1
Xag

Em que X corresponde ao pardmetro analisado, Xar a sua concentracgéo afluente (g L) e

Xef & sua concentragdo efluente (g LL).

Eqg. 2

VBG(mLh teLd™?) = <M>

t
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Em que VBG corresponde a vazdo de biogés, Qn corresponde a vazéo de biogas (mL e

L), Qc ao fator de calibracéo do gasdmetro e t ao tempo de medida (h e d).
CB%) = ("2 x 100) Eq. 3
n

Em que CB corresponde a % de biogas, n, a0 nimero de mols de cada um dos gases
presentes no biogas: hidrogénio, metano e dioxido de carbono, e n ao numero total de mols na

amostra de gas injetado.

Eq. 4

VBG (L d~1) %H
PVH(mL L d—1)=< (Ld7) % 2)

W

Em que Vu corresponde ao volume (til do reator (L) e PVH e apresentado nas condi¢es

normais de temperatura e pressdo (CNTP).

_ P.VBG (mLh™%)
B R.T
Em que, QMH corresponde a vazdo molar de Hz (mol h'?), P corresponde a pressdo, R

QMH [molH, h™1] X ny Eq. 5

2

a constante universal de gases perfeitos, T a temperatura € ny, a0 nimero de mols de H>

presentes no biogas.

QMH
Qus X (CHyp — CH,y)

HY(mol CH_lconsumL’do) = ( ) X MMcy Eq.6

Em que QMH corresponde a vazdo molar de hidrogénio (mol h), Qar corresponde a
vazdo de afluente ao reator (mL h), CHs and CHes correspondem respectivamente a
concentracdo de carboidratos totais (g L) no afluente e efluente, MMcn & massa molar de

carboidratos totais (mol g1).

[HAC]homo = (8[HAC] + 4[HBu] — [HPT] — [H,])/12 Eq. 7
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Eq. 7 mostra como estimar o acido acético pela rota homoacetogénica quando hé apenas
producdo de Hz e CO- a partir do acetato, i.e., sem metano. Todas as variaveis se referem a
vazao molar do cido orgénico correspondente ou H, em mol ht. E importante destacar que
este modelo possui uma rota simplificada de producdo de H», ndo incluindo, por exemplo, a
rota do &cido lactico e do etanol (PENTEADO, 2012).

% Cu

YM (%) = DQO,,
a

x 100 Eq. 8

Em que Cwm corresponde a concentragdo total de metabdlitos medidos (g DQO L) no
efluente do reator e DQOas & DQO total (g L) no afluente.

HLapmd

YHLa (mgDQO Hla g™ DQO4) = —o—
af

Eqg. 9

Em que HLaprod corresponde ao HLa produzido (mgDQO HLaer L™* — mgDQO HLaas L
1Y e DQO4r a DQO total (g L) no afluente.

Os softwares Past® 4.0 e Statistica® 13 foram usados para realizar os testes estatisticos.
O teste Shapiro-Wilk foi aplicado inicialmente para verificar a normalidade dos dados e o nivel
de confianca de 95% (a = 0,05) foi adotado. Uma vez que a normalidade dos dados foi
determinada, o teste t foi usado para os dados paramétricos e Mann-Whitney para os dados ndo

paramétricos.
9.1.4 Andlise da comunidade microbiana

Amostras de lodo foram retiradas dos reatores ao final da operagédo de cada etapa para
andlises de diversidade microbiana. As celulas foram separadas por centrifugagéo (4°C, 6000
g, 10 min), lavadas com tampédo fosfato-salino ou phosphate buffered saline (PBS),
centrifugadas novamente e mantidas a -20°C. O &cido desoxirribonucléico (DNA) total da
comunidade foi extraido e purificado com o kit DNeasy PowerSoil (Qiagen®), de acordo com

as instrucOes do fabricante. A integridade do DNA obtido foi avaliada em gel eletroforese a
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1%, e a concentracdo de DNA foi medida usando o kit Qubit® dsDNA HS Assay (Life
Technologies). O sequenciamento foi realizado no Laboratdrio Central de Tecnologias de Alto
Desempenho (LaCTAD) da Unicamp, Campinas, Brasil. A biblioteca foi preparada de acordo
com o Illumina 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation Guide. O tamanho e a
concentragdo do fragmento de DNA foram analisados usando Agilent 2100 Bioanalyzer. A
regido V3-V4 dos genes de rRNA 16S foi amplificada a partir do DNA da comunidade usando
0S iniciadores direto e reverso
5’TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG e
5’GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAAT
CC, respectivamente, na reacdo de PCR. Os produtos da PCR foram carregados no Illumina
MiSeq para sequenciamento de extremidades emparelhadas de 300 bp.

As andlises de bioinformatica foram realizadas no Qiime2 versdo 2019.10 (BOLYEN
et al., 2019) utilizando o fluxo de trabalho Dada2 (CALLAHAN et al., 2016) e o classificador
de taxonomia baseado em sklearn (PEDREGOSA et al., 2011). Curvas de rarefagdo foram
geradas para avaliar se o esforco amostral foi suficiente para cobrir a riqueza microbiana. O
indice de Shannon, que considera a abundéncia e uniformidade da taxa como componentes da
diversidade bioldgica, foi calculado como uma medida da diversidade alfa (diversidade dentro
das amostras). A diversidade entre as amostras (diversidade beta) foi analisada usando o indice
de Bray-Curtis. O banco de dados da regido Silva 16S V3/V4 versdo 132 foi usado para
atribuicdo taxonémica (QUAST et al., 2013). Uma arvore filogenética foi reconstruida para as
sequéncias mais abundantes encontradas nos reatores. Os vizinhos mais préximos, de acordo
com Silva Alignment e busca BLASTn, foram adicionados & &arvore. As sequéncias foram
alinhadas usando Mafft (KURAKU et al., 2013) e a arvore foi reconstruida com base no método
de neighbour-joining e modelo evolutivo Jukes-Cantor, com valores de inicializacao calculados
a partir de 1000 corridas replicadas (KURAKU et al., 2013). A extensdo Archaeopteryx (HAN;
ZMASEK, 2009) na versdo online do programa Mafft foi utilizada para a visualizagdo da

arvore.

9.2 Resultados e discussdes

9.2.1 Producéo de bioH> e converséo de substrato
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Na Etapa 1 (S), ambos os reatores ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa (valor-p = 0,856) para os valores de PVH, com uma média de 1848 + 1148 e 2096
+ 1333 mL Hz L d* para os reatores U-S e LE-S, respectivamente (Figura 5a), com valor
médio de pH de 2,7 para ambos os reatores (Tabela 5). Apesar desses valores menores de PVH
quando comparados a 4200 mL H, L d?, o qual foi apresentado por Mota et al. (2018) em um
reator UASB alimentado com &gua residuaria a base de sacarose sob a mesma COV e TDH,
uma tendéncia de aumento da producdo foi observada em ambos os reatores (Figura 5a).
Valores de PVH préximos aos relatados por Mota et al. (2018) foram observados a partir do
51° dia de operacgdo, quando varios problemas de operacdo foram solucionados e uma rotina
otimizada foi estabelecida.

Os reatores U-S e LE-S apresentaram HY médio respectivo de 1,9 £ 1,7 ¢ 2,0 + 1 mol
H2 mol™ sacaroseconsumida. Embora este estudo tenha apresentado um rendimento médio inferior
ao relatado por Mota et al. (2018), o qual foi 3,4 + 0,7 mol Hz mol™ sacaroseconsumida para um
reator UASB sob a mesma COV e TDH, valores de HY méaximo de 5,8 e 3,0 molH2 mol
Lsacaroseconsumida foram obtidos para os reatores U-S e LE-S, respectivamente. O valor maximo
obtido para o reator U-S neste estudo pode ser comparado ao valor maximo apresentado pelo
reator UASB usado por Mota et al. (2018), que foi de aproximadamente 5 mol H, mol™
sacaroseconsumida, INdicando um potencial para melhores rendimentos se as condicOes
operacionais 6timas do sistema fossem estabelecidas. Esses resultados foram obtidos em
valores médios de pH de 2,7, confirmando que a producao continua de bioH2 em pH menor que
3,0 é possivel e incentivando a proxima etapa de operacdo com soro de queijo, utilizando o
mesmo indculo sem pré-tratamento e sem ajuste de pH.

Na Etapa 2 (So), os valores médios de pH foram 3,6 (Tabela 5). A ndo adicao de tamp&es
nos reatores alimentados com soro de queijo ndo resultou em condigdes acidas extremas como
nos reatores alimentados com sacarose. Esses valores de pH mais altos permitiram o
crescimento de uma microbiota mais diversa e ndo favoreceram os produtores de hidrogénio
encontrados na Etapa 1 (S), conforme serd melhor descrito na se¢do 9.2.3 Composicéo da
comunidade microbiana. Apesar de vérias estratégias operacionais utilizadas (variacdo de TDH
de4,6a48heCOV de25a90g DQO L*d?), ambos os reatores (U-So e LE-So) apresentaram
producdo praticamente nula de bioH> até o 131° dia de operacéo (Figura 5b e 5c¢), quando os
reatores foram novamente submetidos as condicdes iniciais (TDH de 4,6 e COV de 25 g DQO
Lt d?) e houve um aumento da PVH do reator LE-So para 31 mL Hz L d. A partir deste
momento, quando a COV foi dobrada para 50 g DQO L d?, no 141° dia, os melhores
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resultados de PVVH foram obtidos para ambos os reatores, principalmente para o reator U-So,
que atingiu uma producdo maxima de 2368 mL H, L d. No entanto, essa producio durou
alguns dias e foi acompanhada de uma queda que foi atribuida ao estabelecimento da
homoacetogénese nos reatores U-So e LE-So, 0s quais apresentaram valores medios respectivos
de 92,6 + 3,3 € 93,1 + 3,3% para [HAC]nhomo. NO entanto, resultados promissores em relagdo a
producdo de &cidos, principalmente acido lactico, foram alcancados, conforme serd melhor

discutido na secdo 9.2.2 Producéo de &cidos organicos e solventes.
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Tabela 5 — Valores médios de pH, conversdo de sacarose (ECs), carboidratos (ECcH) e proteinas (ECer), rendimento de H. (HY) e composicéo do
biogas (CB) para processamento de soro de queijo.
Etapa 1 — sacarose
Periodo®  pHU-S pH LE-S HY U-S* HYLE-S* ECsU-S ECsLE-S® HYU-S* HYLE-S® Hz/CHsU-So®  H2/CHs LE-So¢

1-60 2,7+0,2 2,7+0,1 19+19 1,1+0,7 58 + 31 75+ 19 19+19 1.1+0.7 52 + 8/0 49+11/0
Etapa 2 — soro de queijo

Periodo® 1-14 15-25 26-46 47-63 64-79 80-95 96-115 11-131 132-141 142-156
Concentracao? 4.8 9.6 9.6 60 60 60 60 60 4.8 9.6
TDHP 4.6 4.6 4.6 48 32 24 19,2 16 4.6 4.6
cove 25 50 25 30 45 60 75 90 25 50
pH U-So 41+02 3800 38105 36+0,1 36+0,1 35+0,1 3,6+0,2 35+0,1 35+0,1 34+0.2
pH LE-So 39+02 3800 41+0,1 36+0,1 35+0,1 35+0,1 35+0,1 35+00 35+03 35%0,.2
ECcH U-So¢ 53+41 71+13 69 £ 28 47 + 26 819 15+9 9+9 5+8 49 + 36 52 +28
ECcH LE-So? 69 + 34 79+12 82 +20 49 +27 5+3 11+9 6+8 11+10 69 + 20 40+11
ECepr U-So¢ 13+ 10 26 £10 30+15 11+23 0£0 2+5 77 2+5 0£0 12+11
ECepr LE-S0¢ 18+ 17 23+2 38 +10 24 £ 36 0£0 2+3 817 41+5 0£0 24 £18
HY U-Sof 0 0 0 0 0 0 0 0 0 02+0.3
HY LE-Sof 0 0 0 0 0 0 0 0 0 06+0.6
H2/CH4 U-So¢ 0/0 12+£9/0 7+11/11+12 35+17/0 3+2/0 3+2/0 43 +31/0 61+10/0 41+23/0 56+ 30/0

H2/CH4 LE-So? 5+ 6/0 18+8/0 3+6/22+12 5+5/13+7 16+10/3+1 40+11/3+2 58+3/1%3 60+9/0 13+13/0 53+24/0
Etapa 3 — sacarose (adaptacdo) + soro (operacdo)

Periodo® 1-47 48-59 60-73 74-89 92-101 102-116
Frac&o de sacarose/soro? 100/0 90/10 70/30 50/50 25/75 0/100
pH U-So (S) 2,8+0,1 2,8+0,1 29+0,1 3,0+0,.2 34+0.2 38+0,.2
pH LE-So (S) 2,8+0,0 2,7+0,0 29+0,1 3001 3,101 3,8+0,3
ECch U-So (S)¢ 76+ 9 77 +10 677 38+8 42 +6 60+ 14
ECcH LE-So (S)¢ 71+12 805 709 53+10 64 +3 8017
ECer U-So (S)¢ 0+0 8+14 9+8 11 2+3 107
ECer LE-So (S)¢ 0+0 13+£22 106 2+3 11 11+£9
HY U-So (S)f 19+09 2,3+£13 24+£0,8 16+£17 05%£0,6 05%£0,2
HY LE-So (S)f 16+1,1 1,2+0,9 16+04 14+£16 03+04 0,2+£0,1
H2/CH4 U-So (S)¢ 64 +9/0 63 +9/0 58 + 4/0 57 £22/0 65+ 12/0 54 +12/0
H2/CH4 LE-So (S)¢ 37+7/0 63 + 3/0 59 + 4/0 59 + 19/0 59 + 25//0 33+ 16/0

Fonte: Elaborada pela autora.
Notas: 2, °h, °¢g DQO L* d%, 9%, *mol H, mol™ sacaroseconsumida, MOl Hz Mol™ CHeonsumidos, 99 L%; *So fixada em 4,45 (Etapa 1) e 4,8 (Etapa 3) g L™
Siglas: U — reator UASB; LE — reator de leito fixo estruturado; S — sacarose; So — Soro de queijo; So (S) — S (adaptacdo) e So (operagéo).
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Tabela 6 - Condi¢des operacionais e desempenho na producdo de hidrogénio de reatores anaerobios aplicados no tratamento de soro.

Referéncia Reator Condic¢bes operacionais Performance do sistema
Asunis et al. (2019) Reator em batelada (1,8 L) pH=16,0 PVHmax = 5200 mL H, L*
T=39+1°CeTDH=168h HY max = 1,54 mol H, mol lactose
COV=3206+16gCOTL!
Castell6 et al. (2018) Reator de mistura (3,6 L) pH=55 PVHmax = 800 mL Ho L d?
T=30°CeTDH=24h HY max = 0.9 mol H, mol™ lactoseconsumida
COV=29+4gDQOL*d?
Davila-Vazquez et al. (2009) Reator de mistura (0,31 L) pH=59 PVHmax = 25042 mL H, L1 d®
T=37°CeTDH=6h HY max = 2,8 mol H, mol lactose
COV =138,6 g lactose L d*
Marques et al. (2019) Reator anaerébio de leito pH=4,1+0,3 PVHmax = 960 mL Hy Lt d?
fluidizado (1,2 L) T = ambiente (26-33°C) e TDH =6 h HYma = 2,73 mol H, mol-carboidrato
COV =12,34 kg DQO m3d*
Perna et al. (2013) Reator anaerdébio continuo de pH=5,6+£0,2 PVHmax = 1000 mL Hy Lt d?
leito fixo de fluxo ascendente T =30°CeTDH=24h HY max = 1,1 mol H, mol lactose
(25L) COV=37+1gDQOL*d?
Ramos e Silva (2017) EGSB (2,18 L) pH=4,0-43 PVHmax = 7488 mL Ho Lt d?
T=30°CeTDH=4h HY max = 0,96 + 0,1 mol H, mol* lactose
COV =210gDQO L*d?
Ramos et al. (2019) EGSB (0,78 L) pH=4,0-43 PVHmax = 1951 + 171 mL H, L1 d?
T=30°CeTDH=0,25h HY max = 3,2 + 3 mL H2 g DQOap (mL de H, por grama de
COV =610g DQO L*d* DQO aplicada)
Etapa 3 de estudo? Reator UASB (1,46 L) pH=34-40 PVHmax = 1246 mL Ho Lt d?

HY max = 0,76 mol Hz mol™* CHconsumidos
PVHmax = 355 mL H, L1d?
HY max = 0,30 mol Hz mol™* CHconsumidos

T=35CeTDH=4.6h

a
Etapa 3 de estudo Reator LE (1,32 L) COV = 25 g DQO L d*

Fonte: Elaborada pela autora.

Notas: ®Foram considerados apenas os dados referentes a Ultima condi¢do (100% soro de queijo), quando a sacarose foi totalmente retirada do substrato de
alimentacgdo do reator.

®Q valor foi corrigido para NTP quando convertido de mmol para mL.

Siglas: EGSB - expanded granular sludge bed (leito de lodo granular expandido), PVHmax - producdo volumétrica méxima de hidrogénio, HY max - rendimento
maximo de hidrogénio.
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Figura 5 - Producédo volumétrica de hidrogénio (PVH) em cada condigdo na (a) Etapa 1 — U-S
e LE-S, Etapa 2 - (b) U-So e (c) LE-So, e Etapa 3 - (d) U-So (S) e (e) LE-So (S) para
processamento de soro de queijo.
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Fonte: Elaborada pela autora.

[71 70% S + 30% So M 50% S +50% So

M 25% S + 75% So [l 100% So

Siglas: U —~UASB; LE - leito fixo estruturado; S — sacarose; So — soro de queijo; So (S) — S (adaptacéo)
e So (operagdo); T—TDH (h); C - COV (g DQO L d%).
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Vaérios estudos de producdo anaerdbia de H2 com soro de queijo relatam ocorréncia
significativa de homoacetogénese. Castell6 et al. (2018) estimaram que até 57% da producao
de acido acético foi devido a rota homoacetogénica. Montecchio; Yuan e Malpei (2018)
relataram que aproximadamente 90% do H> produzido por fermentagdo escura foi consumido
pela homoacetogénese. A via homoacetogénica ndo € desejada em sistemas que visam a
producdo de Hy, pois a formagdo de acetato ocorre em organismos autotréficos autogénicos
(homoacetogénicos) por meio da reducéo de CO2 com Hz. Embora a homoacetogénese produza
acetato, ela consome H> e CO. e um dos desafios a serem enfrentados é determinar em que
condigdes ela se estabelece para que possa ser evitada (SAADY, 2013).

Uma vez que nenhuma producéo relevante de H> foi obtida na Etapa 2 (So), quando
apenas soro foi usado como substrato, uma terceira etapa de operacdo foi realizada, Etapa 3 -
sacarose (adaptacdo) + So (operacdo), utilizando os mesmos reatores e inoculo das etapas
anteriores. No entanto, uma estratégia de partida diferente foi adotada. Os reatores foram
alimentados inicialmente apenas com agua residudria a base de sacarose e 0 soro de queijo foi
gradualmente introduzido até que a sacarose fosse eliminada.

Na Etapa 3 (S (adaptacdo) + So (operacdo)), o pH aumentou em ambos os reatores
(Tabela 5) conforme a proporcao de soro no afluente era aumentada, concomitante a uma queda
na PVH (Figura 5d e 5e). Quando o soro era o Unico substrato, o pH ambiente estava em torno
de 4,0, que é proximo ao valor de 3,8 obtido por Asunis et al. (2019) para fermentacdo escura
de soro em condicdes de pH ndo controladas. De acordo com Sikora et al. (2013), o pH pode
ser um fator critico que afeta o crescimento bacteriano e as mudancas na acidez em biorreatores
podem ser o resultado ou a razdo do desequilibrio entre 0os microrganismos que constituem as
comunidades microbianas produtoras de hidrogénio.

Enquanto apenas a sacarose estava sendo usada como substrato na Etapa 3 (S
(adaptacédo) + So (operacdo)), os reatores U-So (S) e LE-So (S) apresentaram valores médios
de PVH respectivos de 4030 + 1597 e 2699 + 697 mL H; L* d! e valores maximos de PVH
respectivos de 6010 e 7980 mL H, L™ d1. Esses valores sdo compativeis com a PVH média
relatada por Mota et al. (2018) (4200 mL H L d) que foi mencionada no inicio desta secao.

Entre 0 79° e 0 82° dia de operagéo da Etapa 3 (S (adaptacdo) + So (operagéo)) houve
um periodo de desequilibrio nos reatores e alteracdes nas rotas metabdlicas causadas pela
tentativa de adicionar acido cloridrico (HCI) ao afluente para que o pH da alimentacdo pudesse
ser mantido abaixo de 3,0. Essa tentativa foi feita porque a mudancga para uma concentragéo de

50% de soro no afluente foi um ponto critico, pois foi exatamente neste periodo que houve um
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aumento na proporcéo de soro e nos valores de pH (Tabela 5), os quais foram acompanhados
por uma queda na PVVH (Figura 5d e 3e), com diferencas estatisticamente significativas para os
reatores U-So (S) (valor-p = 0,015) e LE-So (S) (valor-p = 0,041). Mota et al. (2018) relataram
producédo de H. sempre em condigdes de pH entre 2,5 e 3,0, o que também foi observado na
Etapa 1 (S) e até o 73° dia de operacdo da Etapa 3 (S (adaptagdo) + So (operagéo)).

A adicdo de HCI foi logo interrompida no 82° dia por se acreditar que tal estratégia teve
um efeito extremamente negativo na produgéo de bioHa, ja que sua propor¢do em ambos 0S
reatores atingiu valores proximos a zero, e logo que o HCI parou de ser adicionado, houve
restabelecimento da producdo. Essa estratégia também ndo se prolongou devido a preocupacéao
com a microbiota dos reatores, a qual poderia ser irreversivelmente prejudicada, ja que foram
necessarios quase dois meses de adaptacdo por meio da alimenta¢do com apenas sacarose.

Houve diminuicdo significativa dos valores médios de PVH e HY observados na Etapa
3 (S (adaptacéo) + So (operagéo)), a partir do momento que a fracao de soro de queijo e sacarose
no substrato era 50%. No entanto, a producdo de bioH: a partir da fermentacédo escura do soro
de queijo tem se mostrado bastante desafiadora mesmo em estudos nos quais o pH foi
controlado por meio da adicdo de tampdes, uma vez que valores baixos de PVH e HY sdo
relatados por diversos autores, como pode ser visto na Tabela 6. O maior rendimento maximo
de Hz (HYmax), 2,8 mol Hz mol™ lactose relatado por Davila-Vazquez et al. (2009) foi obtido
sob pH 5,9 e com uma COV de 138,6 g lactose L™ d%, ou seja, mais de 5 vezes maior que a
COV aplicada a Etapa 3 (S (adaptacéo) + So (operacdo)) neste estudo. Apesar do baixo HY max
de 0,76 mol Hz mol™CHconsumidos apresentado pelo U-So (S), que foi alimentado apenas com
soro de queijo, a PVHmax foi de 1246 mLH, L d, que é maior que a PVHmax relatada em
estudos conduzidos por Castellé et al. (2018); Perna et al. (2013) e Marques et al. (2019), que
também utilizaram soro de queijo como substrato.

Um estudo recente sobre a producdo de hidrogénio a partir do soro por meio de
fermentacdo escura conduzido por Lovato et al. (2021) atingiu HY equivalente a 3,0 mol H>
mol carboidratos, mas em condigdo termofilica, 0 que aumenta os custos do processo. Neste
estudo, os valores médios de PVH e HY foram, respectivamente, 26 + 11 mL H, L2 d?e 0,5+
0,2 mol Hz mol™* CHconsumidos para o U-So (S), e 6 + 7 mLH, Lt dt e 0,2 + 0,1 mol Hz mol?
CHoconsumidos para o LE-So (S) quando os reatores foram alimentados apenas com soro na Etapa
3 (S (adaptagdo) + So (operacédo)). Embora a estratégia de adaptacdo de biomassa usada nesta

etapa tenha resultado em maior producdo de Hz quando comparado a Etapa 1 (S), ela néo foi
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suficiente para permitir producéo de bioH> estavel e continua (Figura 5d e 5e), conforme a
proporcédo de soro de queijo no substrato de alimentacdo era aumentada.

No entanto, a estratégia de adaptacdo da biomassa foi eficaz para obter estabilidade nas
concentragOes de H2 no biogés, uma vez que valores acima de 50% foram observados ao longo
da operacéo até a fase de 100% de soro de queijo, principalmente no reator UASB (Tabela 5).
Né&o foi observada concentragcdo de CH4 durante toda a operacdo da Etapa 3 (S (adaptacédo) +
So (operacdo)), nem em niveis traco, indicando que a estratégia de adaptagdo com sacarose
também foi eficiente para a inibicdo de microrganismos metanogénicos, que apresentaram
atividade na Etapa 2 (So) (Tabela 5), apesar das estratégias adotadas, tal como o uso de uma
alta COV e baixo TDH.

Melhores resultados médios de conversao de carboidratos foram obtidos na Etapa 3 (S
(adaptacédo) + So (operacédo)), 64 + 19% e 70 + 16% para os reatores U-So (S) e LE-So (S),
respectivamente, em comparacdo com a Etapa 2 (So), na qual os reatores U-So e LE-So
mostraram conversdo média de carboidratos respectivamente de 38 + 33% e 41 + 35%. Uma
gueda na conversao de carboidratos na Etapa 3 (S (adaptacdo) + So (operacdo)), quando a fracdo
de sacarose e soro no substrato era de 50%, ndo foi associada a sobrecarga do sistema, como
ocorreu na Etapa 2 (So), quando o TDH era de 32 he a COV 45 g DQO L d! (Tabela 5). Tal
queda pode ser associada a um periodo de adaptacdo dos microrganismos, ja que ocorreu queda
na conversao de carboidratos exatamente no ponto de modificacdo da alimentagéo para a nova
fracdo de soro, seguida de um aumento gradual. Pode-se inferir que microrganismos que
consomem Hy prevaleceram, ja que exatamente neste ponto houve diminuigdo estatisticamente
significante da PVH (valor-p de 0,015 para U-So (S) e valor-p de 0,041 para LE-So (S)). Isso
ocorreu concomitantemente ao aumento do pH para valores acima de 3,0 (Tabela 5) e as
alteracdes nos metabolitos observados, que sao melhor descritas e discutidas na préxima secao.

Acredita-se que menores valores de HY obtidos na Etapa 3 (S (adaptacdo) + So
(operacgéo)), quando a sacarose foi eliminada do substrato, estejam relacionados ao aumento da
concentracédo de proteinas que estdo presentes no soro. De acordo com Cabrol et al. (2017), a
etapa de hidrolise pode ser um importante fator limitante para a producao de Hz na presenca de
proteina, pois sua degradacdo envolve reacdes que consomem Hz. Colombo et al. (2019)
afirmam que a hidrdlise de proteinas por fermentagdo escura ocorrera muito lentamente, além
de gerar amonia que pode inibir os produtores de hidrogénio. Portanto, talvez o uso de um soro
desnaturado ou desproteinizado (permeado de soro de queijo) seria mais adequado para a

producdo de bioHo.
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Outra solugdo que poderia ser aplicada para evitar o consumo de Ha na etapa de hidrélise
de proteinas é o uso de um pré-tratamento do soro. Colombo et al. (2019) usaram efluentes
lacteos da producao e ultrafiltracdo de queijo ricota e realizaram sua exposicao a uma etapa de
hidrolise enzimatica para converter lactose em aclcares mais fermentaveis (como glicose e
galactose) antes de submeté-los ao processo de fermentacdo escura. Os autores obtiveram um
volume diario respectivo de H, de 3,47 e 5,07 L H, d? para soro de queijo secundario e
permeado concentrado de soro de queijo.

Outro fator essencial que deve ser considerado é a homoacetogénese. Enquanto na Etapa
2 (So) foi estimado que aproximadamente 90% da producgéo de acetato foi por esta rota, ao
longo da Etapa 3 (S (adaptacdo) + So (operacdo)) os valores médios de [HAc] _homo para U-
So (S) e LE-So (S) foram 46,4 + 27,2% e 51,8 + 25,6 %, respectivamente. A homoacetogénese
aumentou proporcionalmente a fracdo de soro no substrato, indicando que a estratégia de
adaptacédo da biomassa ndo foi suficiente para a inibi¢cdo de microrganismos homoacetogénicos.
Tais organismos, aparentemente foram favorecidos pela agua residuéria a base de soro, ja que
varios valores nulos para homoacetogénese foram observados até o 47° dia de operacdo, quando
apenas agua residuaria a base de sacarose estava sendo usada. No entanto, é importante
mencionar que existem outras vias de formacéo de acido acético que nao envolvem a producéo
ou consumo de Hz (por exemplo, heterofermentacdo lactica e producdo de acido acético e
succinico). A alta concentracdo de acido lactico e a abundancia de Lactobacillus, Prevotella e
Bifidobacterium, que serdo discutidos mais adiante, indicam que essas vias de producdo de
acetato também podem ter ocorrido, além da homoacetogénese.

Uma vez que a producdo de H> a partir de soro tem se mostrado bastante desafiadora,
mesmo em estudos nos quais o pH foi controlado por meio da adigdo de tampdes, a codigestao
de soro com outros substratos € uma solucdo potencial para esse problema. Estudos recentes
tém demonstrado ganhos de produtividade de H> com o uso dessa estratégia. Lovato et al.
(2017) relataram um ganho de produtividade de hidrogénio respectivo de 145% e 27% na
codigestdo de soro e glicerina em comparacdo com a digestdo anaerobia de cada um sozinho.
Ramos e Silva (2018) aumentaram o HY em 82% ao adicionar soro a vinhaca e obtiveram um
HY méaximo de 1,01 mmol Hz gt DQO. Marchetti e Vasmara (2019) avaliaram o efeito do soro
desproteinizado na codigestdo de esterco suino e obtiveram altas concentracdes de acidos
graxos volateis. E importante notar que todos esses estudos usaram a suplementacéo de élcalis

para controlar o pH. No entanto, seria de grande interesse estudar a codigestdo de soro com
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outros substratos sem uso de alcalis, ndo apenas para a producdo de bioH», mas também de
outros subprodutos da digestdo anaerdbia, como os AO.

De uma maneira geral, apesar de ambos os reatores ndo terem apresentado producéo de
H. satisfatoria e estavel com o soro de queijo, pode-se afirmar que quando houve produgéo de
H>, ou seja, quando os reatores foram alimentados por sacarose, o reator UASB apresentou uma
produgdo mais estavel e também apresentou um valor maximo de HY (5,8 mol H, mol™

sacaroSeconsumida), Mais alto do que o reator LE (3,0 mol Hz mol™ sacaroseconsumida).

9.2.2 Producéo de &cidos organicos e solventes

A Figura 6a apresenta a concentracdo média de metabdlitos e a Figura 7a mostra o seu
rendimento médio na Etapa 1 (S). Nesta etapa, os &cidos lactico, acético, butirico e o etanol
apresentaram as maiores concentragcdes em ambos o0s reatores, enquanto os &cidos propiénico e
valérico estavam em baixas concentracdes, representando menos de 2% (Figura 7a). Além
disso, houve tendéncia de reducdo da producédo de acido lactico acompanhada de aumento da
producéo de bioH> a partir do 49° dia de operacdo. A rota do acetato, em especial, explica os
elevados valores de PVH e HY obtidos neste estudo e por Mota et al. (2018), que também
observaram um aumento na producédo e rendimento de H> acompanhado por uma reducéo na
concentracdo de HLa, HPr e HVa. A formacédo de lactato envolve o consumo de NADH e
piruvato, consequentemente reduzindo o potencial de producdo de bioH: devido a competicao
por substrato, enquanto propionato e valerato sdo produzidos com o consumo de Hz, reduzindo
o rendimento geral.

Varios autores relatam uma diminui¢do no HY quando ha um aumento na concentragédo
de 4cido lactico (ARIMI et al., 2015; GOMES et al., 2015; SAADY, 2013) porque a via do
lactato é energeticamente menos favoravel. Bactérias lacticas tém sido apontadas como
inibidoras de producédo de H> devido a competicdo por substrato, substituicdo da fermentagédo
de hidrogénio por fermentagdes de 4acido lactico e etanol e producdo de peptideos
antimicrobianos, chamados bacteriocinas (CASTELLO et al., 2018; GOMES et al., 2015;
SIKORA et al., 2013).
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Figura 6 — Concentragdes médias de metabdlitos solUveis correspondentes a cada condigéo da
(a) Etapa 1 - U-S e LE-S, Etapa 2 - (b) U-So e (c) LE-So, e Etapa 3 - (d) U-So (S) e (e) LE-So
(S) para processamento de soro de queijo.
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Figura 7 — Rendimentos médios de metabdlitos soltveis (YM) correspondentes a cada

condicdo da (a) Etapa 1 - U-S e LE-S, Etapa 2 -

(b) U-So e (c) LE-So, e Etapa 3 - (d) U-So(S)

e (e) LE-So(S) para processamento de soro de queijo.
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A fermentacdo do etanol em conjunto com a producdo de H> é relatada por varios autores
como favoravel (ANZOLA-ROJAS; ZAIAT e WEVER, 2016; ARIMI et al., 2015; HWANG
et al., 2004; MOTA et al., 2018). Embora Arimi et al. (2015) e Hwang et al. (2004) relatam a
producédo de Hz junto com etanol sob valores de pH entre 4,5-5,0, h& indicios de que esse tipo
de fermentacdo pode ser favorecido em pH abaixo de 3,0. Essa condigdo foi observada por
Mota et al. (2018), que obtiveram uma fragdo de etanol de 27% da DQO correspondente aos
metabolitos sollveis, concomitantemente com a producdo continua de H. Reforcando esta
afirmacdo, na Etapa 1 (S), em que foi obtida producéo relevante de H2 ao longo de toda a
operacdo sob pH inferior a 3,0, também foi observada fermentacéo etandlica, perfazendo uma
respectiva propor¢do média de etanol de 28 + 14% e 31 + 13% do YM nos reatores UASB e
LE. Na Etapa 2 (So), em que a producdo de H foi praticamente zero, a concentracdo de etanol
foi desprezivel (Figura 6b e 6¢, Figura 7b e 7c).

A rota de producdo concomitante de acetato e etanol também representou um percentual
significativo da sacarose acidificada nos reatores U-S e LE-S, respectivamente 34 + 16% e 41
+ 14%. De acordo com Anzola-Rojas; Zaiat e Wever (2016), a producéo de H: via fermentacéo
do tipo etanol pode ser um caminho atraente produzindo até 2 mols de H. por mol de etanol
(Reacdo 5), semelhante a fermentacdo do tipo &cido butirico (Reacdo 2). Além disso, nesta via,
a producdo de &cido propibnico pode ser minimizada, melhorando a estabilidade do processo
anaerobio, o que pode ser muito vantajoso para 0 proximo estagio metanogénico. Embora a via
do acetato possa produzir até 4 mols de Hz por hexose (Reagéo 1), a producdo pela via exclusiva

N = mr =

atuam na formagao de H> por a via NADH (SIKORA et al., 2013).

CesH1206 + H2O — CH3CH20H + CH3COO™ + H* + 2H; + 2CO» Reacdo 5

Apesar da baixa producdo de H2 na Etapa 2 (So), tal estratégia de operagdo sem ajuste
de pH mostrou-se promissora para a obten¢édo de outros produtos da fermentagdo escura como
os acidos lactico e acético, que apresentaram altas concentracdes (Figura 6b e 6c¢) e altos valores
de proporcao (Figura 7b e 7c) para ambos os reatores. Os melhores resultados para &cido lactico
foram obtidos em uma COV de 30-90 g DQO L™ d* e TDH de 48-16 h. Dentro desta faixa de
condicdo, o reator UASB apresentou uma concentracdo média de acido lactico de 5,04-7,05 g
L e uma proporgdo de 57-77%, enquanto o LE apresentou respectivamente 4,92-7,39 g L e

63-76%. Para o acido acético, os melhores resultados de concentragdo foram obtidos sob uma
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COV de 30-60 gDQO L* d' e TDH de 48-24 h, quando o reator UASB apresentou uma
concentragido média de 2,73-3,61 g L™ e o LE apresentou 2,45-3,67 g L. Em relagdo a
proporcao de &cido acético, uma COV de 25-50 g DQO L d* e um TDH de 4,6 h foram as
melhores condigdes, 0 que proporcionou um resultado de 47-51% para 0 UASB e 55-56% para
oLE.

Do ponto de vista da engenharia de bioprocessos, os AO ainda sdo vistos principalmente
como precursores da producdo de metano, enquanto sua producdo para uso direto é
tradicionalmente realizada a partir de fontes de combustivel féssil por rotas quimicas
(ZACHAROF e LOVITT, 2013). Portanto, relativamente pouca atencdo tem sido dada a
recuperacdo de AO a partir da fermentacdo escura, apesar de serem produtos de alto valor
agregado. O acido lactico, especificamente, € um acido carboxilico promissor para producao
em pH baixo porque tem um pKa de 3,9, o qual é menor do que o pKa dos &cidos graxos volateis
(AGV). Desta forma, menos acidos estdo em sua forma protonada em um pH baixo, o que
diminui a inibi¢do do produto por &cidos protonados permitindo maiores concentracdes de HLa
em comparacdo com AGV (BONK et al., 2017). Além disso, estudos sugerem que uma alta
seletividade pode ser alcancada para o acido lactico em relacao a outros produtos (BONK et al.,
2017; KIM et al., 2012).

Em uma revisao sobre a fermentacéo do soro a acido lactico, Prazeres; Carvalho; Rivas
(2012) afirmam que uma alta produtividade de 11-52 g HLa L™* é relatada apenas com a
suplementacdo de nutrientes por meio da codigestdo com outro tipo de substrato. Sem esta
suplementacao, produtividades menores, na faixa de 3,8-12 g L™, foram obtidas sob valores de
TDH de 48-56 h e temperaturas de 23-37 °C (PLESSAS et al., 2008; TANGO; GHALY, 1999;
VASALA; PANULA; NEUBAUER, 2005), limitando a aplicacdo da producéo de acido lactico
a partir de soro em escala industrial. E importante destacar que na Etapa 2 (So), foram obtidas
as respectivas producdes maximas de HLa para os reatores U-So e LE-So de 85 e
9,6 gHLa L, comuma COV de 60 g DQO L d e um TDH de 24 h. Apesar desses resultados
ficarem um pouco abaixo se comparados aos valores relatados para alta produtividade (11-52
g L ou 0,46-1,96 g L h'!) por Prazeres; Carvalho; Rivas (2012), eles foram obtidos sem
nenhum tipo de adigdo de nutrientes e utilizando apenas soro de queijo como substrato. Neste
estudo, produtividades maximas de 0,35 e 0,4 g Lt h'? (17 g L™ para um TDH de 48 h) foram
obtidas para os reatores U-So e LE-So respectivamente.

Na Tabela 7 sdo apresentados os valores médios de YHLa na Etapa 2 (So). Os reatores

U-So e LE-So apresentaram YHLa maximo de 44,3 e 58,4 mg DQO g DQO, respectivamente.
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Luongo et al. (2019) relataram um YHLa maximo de 0,37 g DQOnLa gt DQOso, para
fermentacdo de soro em reatores operados em modo de batelada repetida, sem controle de pH.
Os autores também relataram concentragido maxima de acido lactico de 20,1 g L, e esses
resultados foram obtidos em uma faixa de valores de pH de 3,4-3,6, muito proxima a deste
estudo, no qual os reatores apresentaram os melhores resultados de produgdo de HLa em uma
faixa de pH de 3,2-3,5.

Além de sua aplicacdo direta na industria, o acido lactico pode ser um precursor na
producéo de Ho, o que poderia explicar a alta proporcéo de rendimento de HLa observada ao
longo da Etapa 1 (S). Embora melhores resultados de produgdo de H. tenham sido
acompanhados por uma diminui¢do da concentracao de HLa, como mencionado anteriormente,
este acido esteve sempre presente nesta etapa, correspondendo a pelo menos 16% do
rendimento de ambos os reatores. Matsumoto; Nishimura (2007) descreveram pela primeira vez
a producdo de bioH> a partir de HAc e HLa por fermentacdo e propuseram uma rota metabdlica
a partir dos resultados experimentais obtidos (Reacéo 6). Kim et al. (2012) usaram HLa como
substrato para aumentar a eficiéncia da producéo de hidrogénio, e Baghchehsaraee et al. (2009)
demonstraram que a adicdo de HLa a um efluente sintético a base de amido poderia melhorar a
producdo de hidrogénio acompanhada pela formagdo de maiores quantidades de HBu como

metabdlito aquoso predominante.

CH3COOH + 2CH3CH(OH)COOH — H» + 2CO> + 3/2CH3 CH,CH>COOH + Reacio 6
eacio
H>O

Nas Figura 6d e 6e sdo apresentadas as concentracGes de metabdlitos na Etapa 3 (S
(adaptacédo) + So (operacdo)), e as Figura 7d e 7e apresentam suas propor¢des médias. Houve
predominio das rotas metabolicas fermentativas associadas a producdo de HAc, HLa e EtOH
até a condicdo em que a proporcdo de sacarose e soro no substrato era de 50% em ambos 0s
reatores. Porém, a partir do momento em que a concentracdo de soro no substrato foi aumentada
para 75%, houve uma alteracdo nas rotas metabolicas implicando na prevaléncia de HBu e HPr
para ambos os reatores e HVa principalmente para o reator LE-So. Tais mudangas também
foram acompanhadas por uma reducdo na producdo de EtOH, indicando a substituicdo do
acetato-etanol por outras vias de fermentacdo, o que € consistente com o0s baixos valores de

producédo de H> também observados (Figura 5d e 5e).



93

Tabela 7 — Rendimento médio de metabdlitos (Y M) para cada condigdo em cada etapa e valores médios de rendimento de &cido lactico (YHLa)
na Etapa 2 (So) para processamento de soro de queijo.
Etapa 1 - Sacarose

Periodo (d) YM (%) U-S YM (%) LE-S
1-60 61 + 18 68 + 16
Etapa 2 — Soro de queijo
Periodo cov TDH YM (%) YM (%) YHLa U-So YHLa LE-So
(d) (gDbQOo LtdY (h) U-So LE-So (mg DQO g'DQO) (mg DQO g'DQO)
1-14 25 4.6 18+3 41+12 0 0
15-25 50 4.6 32=+1 41+8 0 0
26 - 44 25 4.6 33+8 45+ 3 0 0
45 - 63 30 48 17+1 15+4 44,3 33,7
64 -79 45 32 15+1 15+4 31,2 26,9
80 - 95 60 24 16+2 17+3 28,9 46,6
96 - 115 75 19.2 15+ 10 20+ 14 30,3 58,4
116 - 131 90 16 11+5 12+1 31,2 36,5
132 -141 25 4,6 48+ 0 44 +0 30,7 52
142 - 156 50 4,6 30+ 22 404 22,0 27,7
Total (1-156) 25-90 46-48 21+9 26 +15 - -
Etapa 3 — sacarose (adaptacgéo) + soro (operacéo)
Periodo (d) Fracdo de sacarose (%) Fracdo de So (%) YM (%) U-So(S) YM (%) LE-So(S)
1-47 100 0 50+ 18 47 £11
48-59 90 10 56 + 10 59+ 4
60-73 70 30 56 + 8 59+14
74-89 50 50 46 + 11 56 + 14
92-101 25 75 43 +18 53+32
102-116 0 100 38+ 14 47 +19
Total (1-116) 0 - 100 0-100 49+ 12 54 +12

Fonte: Elaborada pela autora.
Siglas: U — UASB; LE — leito fixo estruturado; S — sacarose; So — soro de queijo; So (S) — So (operacéo) e sacarose (adaptacao).
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A estratégia de adaptacdo da biomassa influenciou os metabolitos produzidos, mesmo
com 0 mesmo substrato (soro), na Figura 6 é possivel observar claramente que a estratégia
adotada na Etapa 2 (reatores alimentados apenas com soro) favoreceu a producdo dos acidos
acetico e lactico, enquanto a estratégia adotada na Etapa 3 (S (adaptacdo) + So (operacéo))
proporcionou uma maior diversidade de metabdlitos. Uma vez que Lactobacillus
frequentemente inibe o crescimento de outras bactérias por meio da producéo de bacteriocina
(GOMES et al., 2015), a estratégia adotada na Etapa 3 (S (adaptacédo) + So (operacao)) pode ter
sido benéfica, especialmente se o objetivo for reduzir a producédo de acido lactico (PERNA et
al., 2013) e a proporcéo de Lactobacillus.

Um estudo recente sobre a producdo de AGV a partir da fermentagéo de soro em um
reator operado em bateladas sequenciais anaerdbio conduzido por Lagoa-Costa; Kennes e
Veiga (2020) mostrou um grau de acidificacdo de 83% e um rendimento de acidificacdo de 90%
g DQOacv gt DQOactose. NO entanto, esses resultados foram obtidos sob um TDH de 1 dia e
um tempo de retengéo de lodo de 15 dias. E dificil determinar se um metab6lito tem uma relagdo
positiva ou negativa com a producédo de bioHz, pois ha informagdes conflitantes na literatura.
Neste estudo, melhores resultados de producdo de H> foram obtidos concomitantemente com
maior YM (Tabela 7), uma vez que as Etapas 1 (S) e 3 (S (adaptacdo) + So (operacéo))
apresentaram valores médios respectivos de 61 + 18% para U-S, 68 + 16% para LE-S, 49 +
12% para U-So (S) e 54 + 12% para LE-So (S) que foram acompanhados pela producédo de
bioH2 ao longo das etapas de operacdo. Por outro lado, na Etapa 2 (So), na qual a producéo de
bioH: foi praticamente nula, ao longo da operacao, o YM foi de 21 + 9% para U-So e 26 + 15%
para LE-So.

A direcdo da via metabdlica no processo de fermentacdo pode ser afetada por suas
condi¢des ambientais: temperatura, pH e a dindmica da comunidade microbiana (MARQUES
et al., 2019). Apesar dos diversos metabdlitos e produtos obtidos neste estudo em relacdo aos
diferentes substratos utilizados e estratégias adotadas para operagdo, pode-se dizer que todas as
etapas apresentaram resultados consistentes com o que foi relatado por Mota et al. (2018). Em
resumo, pH menor que 3,0 pareceu ser uma condicéo ideal para producgéo de bioH> sem nenhum
tipo de controle de pH e, nesta condicdo, a rota metabdlica de produgdo concomitante de
acetato, etanol e Hz predominou. Para valores de pH maiores que 3,0, outras rotas metabolicas
que estdo associados a baixa producéo e rendimento de H» prevaleceram, o que esta de acordo

com os microrganismos encontrados conforme discutido no item 9.2.3.
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9.2.3 Composicdo da comunidade microbiana

Apds o corte, um total de 3.330.875 sequéncias foram recuperadas, com um
comprimento médio de 402 bp. O numero de amplicon sequence variants (ASV) observadas
atingiu um platd para todas as amostras quando a profundidade de sequenciamento atingiu
aproximadamente 100.000 sequéncias (Figura 8), indicando que o esforgo de sequenciamento
foi suficiente para cobrir a diversidade bacteriana presente nas amostras. Com base nas ASV,
os valores do indice de diversidade de Shannon foram 6,5, 2,8, 3,2, 4,6, 4,5, 4,4 e 4,1 para
inéculo, reatores U-S, LE-S, U-So, LE-So, U-So (S) e LE-So (S), respectivamente. Outros
indices de diversidade alfa apresentaram o mesmo padrdo (Tabela 8). Os menores valores de
diversidade obtidos para os reatores U-S e LE-S provavelmente foram resultantes das condicdes
acidas extremas observadas nesses reatores. Mota et al. (2018) também encontraram baixa
diversidade nos reatores acidogénicos sob pH abaixo de 3,0, com valores de indice de Shannon

de 0,7 a 1,4 (baseado em unidades taxonémicas operacionais - UTO).

Tabela 8 - indices de diversidade alfa das comunidades microbianas do indculo e reatores
para processamento de soro de queijo.

Nome da Efluente ASV

amostra apa oo Efluente Shannon ace simpson chaol margalef observadas
Inoc30 In6culo 6,5 583,0 0,97 583,0 45,3 577
U-S 1 Sacarose  Sucrose 2,8 58,0 0,77 58,0 4.6 58
LE-S 1 Sacarose  Sucrose 3,2 85,3 0,84 85,0 6,5 85
U-So 2 So So 4,6 116,4 0,93 116,0 91 116
LE-So 2 So So 4,5 1375 0,92 137,0 10,3 134
U-So (S) 3 Sacarose So 4.4 1452 0,90 145,0 10,7 142
LE-So (S) 3 Sacarose So 4,1 104,0 0,90 104,0 7,6 103

Fonte: Elaborada por Vera Taina Franco Vidal Mota.

Nota: Tabela feita utilizando Qiime2 versdo 2019.10 (Bolyen et al., 2019) e visualizado utilizando
Qiime2view (https://view.qgiime2.org/).

Siglas: U — UASB; LE - leito fixo estruturado; S — sacarose; So — soro de queijo; So (S) — sacarose
(adaptacéo) e So (operacao).

O agrupamento de amostras com base nas matrizes de distancia de Bray-Curtis
apresentou maior similaridade entre os reatores da mesma etapa de operagédo (U-S e LE-S; U-
So e LE-So; U-So (S) e LE-So (S)) (Figura 9). Além disso, os reatores U-So (S) e LE-So (S)

estavam mais proximos dos reatores U-So e LE-So do que dos reatores U-S e LE-S. Estes

resultados sugerem que as condic¢des fermentativas, particularmente substrato e pH, foram os
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principais determinantes da estrutura da comunidade microbiana, independentemente do
indculo ou enriquecimento microbiano durante a partida e do tipo de reator.

No inéculo, Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Chloroflexi e Euryarchaea
foram os filos mais abundantes, respondendo juntos por aproximadamente 80% do total de
microrganismos. As condigdes acidogénicas claramente selecionaram membros do filo
Firmicutes, que representaram aproximadamente 9%, 81%, 97%, 77%, 65%, 55% e 68% da
comunidade bacteriana total no indculo, reatores U-S, LE-S, U-So, LE-So, U-So (S) e LE-So
(S), respectivamente. Membros de Firmicutes foram encontrados em alta abundancia em
reatores acidogénicos, e a producdo de AGV foi correlacionada com sua presenca (LI et al.,
2019). Na Figura 10 é possivel observar os géneros prevalentes nos reatores, conforme as
sequéncias foram agrupadas em nivel de género (de acordo com o classificador de taxonomia
baseado em sklearn em Qiime2, Dada2). As ASV mais abundantes nos reatores sdo mostradas
na Tabela 9 e seus parentes mais proximos sdo representados em uma arvore filogenética
(Figura 11).

Na Etapa 1 (S), a ASV0002, relacionada a Ethanoligenens harbinense, foi responsavel
por aproximadamente 42% e 14% do total de bactérias nos reatores U-S e LE-S,
respectivamente (Tabela 9). Além disso, a abundancia de ASV0003, que estava relacionada
com Clostridium acidisoli (pertencente a categoria do género Clostridium sensu stricto 12 na
Figura 8, foi notavelmente maior nos reatores U-S e LE-S, correspondendo a 12% e 19% da
comunidade bacteriana total, respectivamente. Esses resultados estdo de acordo com Mota et
al. (2018), que encontraram essas bactérias como membros predominantes da comunidade
microbiana em um reator UASB acidogénico alimentado com sacarose que apresentou alto
rendimento de Hz (3,4 mol H, molsacarose) e producdo estavel de Hz em condicOes 4cidas
extremas (pH 2,7). C. acidisoli pode viver em ambientes extremamente acidos e produzir H:
junto com acetato e butirato da fermentacéo do actcar (KUHNER et al., 2000). E. harbinense
é reconhecida por sua capacidade de produzir grande quantidade de H> em baixo pH por meio
da via acetato-etanol (LI et al., 2019; ZHAO et al., 2010).

Também foi observada uma abundancia significativa (14%) de ASV0013, pertencente
ao género Acetobacter, no reator U-S. Acetobacter é um género de bactéria aerdbia que oxida
0 etanol em acetato (BRENNER; KRIEG e STALEY, 2007). Membros de Paenibacillus, um
género de bactéria aerdbia facultativa (PRIEST, 2015), foram favorecidos na Etapa 1 (S) do
reator LE-S, conforme indicado pela alta propor¢édo de ASV0006 e ASV0008, representando

45% do total de bactérias neste reator. ASVV0006 e ASV008 foram intimamente relacionados a
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Paenibacillus chibensis, que é uma bactéria aerdbia redutora de nitrato que produz &cido, mas
ndo gas a partir de aglcares (PRIEST, 2015). Esses resultados indicam que o oxigénio pode ter
entrado acidentalmente nos reatores U-S e LE-S na Etapa 1 (S), permitindo o crescimento de
Acetobacter e Paenibacillus spp., respectivamente. Além disso, a presenca de oxigénio inibe
diretamente Ethanoligenens e Clostridium, bactérias anaerdbias estritas e produtoras de Hz, o
que provavelmente prejudicou a producéo estavel de bioH> ao longo do tempo na Etapa 1 (S)
(Figura 5a).

Os reatores alimentados com soro (Etapas 2 e 3) apresentaram alta abundancia de nao
produtores de hidrogénio, tais como membros de Lactobacillus, Prevotella, Bifidobacterium e
Selenomomas. O género Prevotella compreende bactérias anaerdbias, ndo formadoras de
esporos, com metabolismo moderadamente fermentativo, que produzem principalmente acidos
acetico e succinico e, em niveis mais baixos, acidos lactico e isobutirico, rendendo um pH final
de 4,5-5,2 (SHAH; COLLINS, 1990). A abundéncia dessas bactérias sobre os produtores de
hidrogénio pode explicar sua baixa producgdo de H.. No entanto, Prevotella e Bifidobacterium
sdo reconhecidos por sua capacidade de quebrar substratos complexos (CABROL et al., 2017;
GOMEZ-ROMERO et al., 2014), provavelmente desempenhando um papel importante na etapa

de hidrolise da fermentacédo do soro.



Figura 8 - Curva de rarefacdo baseada em contagens de sequéncia para processamento de soro de queijo.
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Fonte: Elaborada pof Vera Taina Franco Vidal Mota.
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99

Figura 9 — Gréfico 2D de microbiomas Bray-Curtis PCoA para processamento de soro de queijo.
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Fonte: Elaborada por Vera Tainé Franco Vidal Mota.
Siglas: U — UASB; LE — leito fixo estruturado; S — sacarose; So — soro de queijo; So (S) — sacarose (adaptacdo) e So (operacao).



100

Figura 10 - Géneros prevalentes nos reatores U-S e LE-S (Etapa 1), U-So e LE-So (Etapa 2) e
U-So (S) e LE-So (S) (Etapa 3) ao final da operacéo para processamento de soro de queijo.
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Fonte: Elaborada por Vera Taina Franco Vidal Mota.
Siglas: U — UASB; LE — leito fixo estruturado; S — sacarosa; So — soro de queijo; So (S) — sacarose
(adaptacéo) e So (operacéo).

Enquanto ao final da operagcdo da Etapa 2 (So) nos reatores U-So e LE-So 0 género
Lactobacillus representou 31,7% e 22,9% do total de bactérias, respectivamente, ao final da
Etapa 3 (S (adaptacdo) + So (operagdo)), nos reatores U-So (S) e LE-So (S), este género
representou apenas 7,5% e 1,7%, respectivamente. A reducdo de Lactobacillus é desejada para
a producdo de hidrogénio. Vérios estudos relatam a presenca de lactobacilos em reatores
acidogénicos alimentados com soro devido a sua capacidade de fermentar lactose (GOMES et
al., 2015), e uma relacdo inversa entre sua propor¢do e a producdo de H. é observada
(CARRILLO-REYES et al., 2012; GOMES et al., 2015; PERNA et al., 2013). No entanto, a
abundancia reduzida de Lactobacillus foi acompanhada pela prevaléncia de outros néo
fermentadores de hidrogénio, especialmente Bifidobacterium no reator U-So (S), responsavel
por 25% do total de bactérias, e Selenomonas no reator LE-So (S), responsavel por 32 % do
total de bactérias. Por outro lado, as principais bactérias produtoras de hidrogénio encontradas
nos reatores alimentados com sacarose, membros relacionados com Ethanoligenens e
Clostridium acidisoli, raramente foram encontradas nos reatores da Etapa 3 (S (adaptacdo) +
So (operagdo)). Uma vez que o pH mudou de valores ~ 2,7 para valores de 3,5 a 4,0, quando a

sacarose foi substituida por soro como substrato (Tabela 5), ndo é possivel concluir se essas



101

bactérias foram amplamente eliminadas ou substituidas por ndo produtores de hidrogénio
devido a composi¢do do soro ou devido ao aumento do pH.

Em suma, os principais produtores de hidrogénio encontrados eram membros afiliados
a Ethanoligenens e C. acidisoli, que foram muito mais abundantes nos reatores alimentados
com sacarose e operados em condigdes &cidas extremas. Por outro lado, os reatores alimentados
com soro apresentaram grande abundancia de ndo produtores de hidrogénio, como Prevotella,
Lactobacillus, Bifidobacterium e Selenomomas, que sdo capazes de quebrar substratos

complexos e consumir diretamente compostos do soro.

Figura 11 - Arvore filogenética baseada em genes parciais de rRNA 16S representando os
géneros mais prevalentes nos reatores acidogénicos ao final de cada etapa de operacdo com
soro de queijo e seus parentes mais proximos disponiveis no banco de dados publico SILVA.

Lactobacillus casel (AY675252)
4 ASV0005
faa Lactobacillus paracasel (KFOB0265)
E Lactobacillus nagelli (MH424756)
# ASV0009
™1 Lactobacillus nagelli (AB370876)
Lactococcus lactis KLDS4 0325 (CPO06766)
1o ASV0011
1o Lactococcus lactis (KY385628)
Paenibacillus chibensis (AB651006)
i Paenibacillus sp. 253 (DQ243814)
T ASV0006
a e ASV0008
Selenomonas lacticifey (KCT87348)
* ASV0010
# Asvo014
Selenomonas lacticifex (HES82765)
= Clostridium acidisoli (AJ237756)
= ASV0003
ks Clostridium pasteurianum DSM525=ATCCB013
= Clostridium arbusti SL206 (EUB16420)
1ag Clostridium subterminale (MFO88712)
B ASV0012
3 E % | Clostridium thiosulfatireducens (AB294141)
Ethanoligenens harbinense YUAN-3 (CP025286)
= 190 Fthanoligenens harbinense (AY295777)
ASV0002
Lachnoclostridium (DQETT024)
1 ASV0007
o Lachnoclostridium (JCM1415)
Acefobacter papayae (ABGES06E)
& = - Acetobacter pasteurianus (AB680509)
ASV0013
Bifidobacterium minimum D3M20102 (ATXM01000009)
1% Bifidobacterium minimum DSM20102 (KC787351)
ASV0004

57

a5

100 100

Prevotella sp. uncultured (EU887831)
= L ASV0001
19 Prevotella uncultured (JQ085665)

Methanosaeta (CU916131)
1a ASV0020

Fonte: Elaborada por Vera Tainé Franco Vidal Mota.
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Tabela 9 — ASV com abundéncias >10% nos reatores e indculo para processamento de soro de queijo.

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3

ASV Dominio Filo Género Funcéo Inéculo
U-S LE-S U-So LE-So U-So(S) LE-So(S)

Qoso\{ Bacteria  Bacteroidetes Prevotella Quebra de s”bSt;itéotimps'jé‘;?iEg"dugao dedcido g0 0o 796 18%  12%  20% 0%

ASV Bacteria Firmicutes Ethanoligenens x Con_sumoAdt'e ca,rb.mdratps',, 42%  14% 0% 0% 0% 0% 0%

0002 producdo de hidrogénio, &cido acético e etanol

ASV . o Clostridium sensu Consumo de carboidratos, 0 0 0 0 0 0 0

0003 Bacteria Firmicutes stricto 12 producdo de hidrogénio, &cido acético, butirico e lactico 12%  19% 1% 0% 1% 0% 0%

'8‘080\2 Bacteria  Actinobacteria  Bifidobacterium Quebra de substra;c:;gggngI;)é(t)ii,oprodugao de acido 0% 1% 6% 13%  24% 5% 0%

ASV Producdo de 4cido lactico a partir de hexoses,

0005 Bacteria Firmicutes Lactobacillus fermentacdo de lactose, potencial inibicdo microbiana 0% 0% 15% 9% 4% 0% 0%
pela producdo de bacteriocina

ASV Bocteria  Firmicutes  Paenibacillus Reducdo de nitrato, consumo de acidos aceticoe o, o700 09p 096 0% 0% 0%

0006 butirico, producédo de &cidos a partir de acUcares

Q‘OSO\; Bacteria Firmicutes Lachnoclostridium Produgdo de etanol, ac(;(;ogiaicct(a)t;go ¢ hidrogénio a partir 0% 0% 11% 8% 0% 0% 0%

ASV' pacteria  Firmicutes  Paenibacillus Reducdo de nitrato, consumo de acidos aceticoe o, 1900 095 096 0% 0% 0%

0008 butirico, producdo de 4cidos a partir de acucares

ASV Bacteria Firmicutes Lactobacillus Pr(_)d_ugag de :_:1C|do_lact|co a partir d~e hexoses, potgnmal 12% 4% 1% 1% 0% 1% 0%

0009 inibicdo microbiana pela producdo de bacteriocina

'8‘051\6 Bacteria Firmicutes Selenomonas Produgdo de aC|dcij:cgelti|Ccc?S,ep£o|2::cigls(;o ¢ lactico a partir 0% 0% 0% 0% 0% 16% 0%

ASV Bacteria Firmicutes Lactococcus Pr(_)d_ugag de z?mdo_ lactico a partir dNe hexoses, p_otgnmal 0% 0% 1% 1% 10% 3% 0%

0011 inibicdo microbiana pela producédo de bacteriocina

ASV Bacteria Firmicutes CIostr@um sensu  Atividade proteolltlcg, degra}dagag Qe aminoacidos, 0% 0% 10% 6% 0% 0% 0%

0012 stricto 13 producdo de hidrogénio

ASV Bacteria  Proteobacteria Acetobacter Oxidagao de etanol em %C'do acético, consumo de 14% 1% 0% 0% 0% 0% 0%

0013 produtos de fermentacdo (lactato, acetato, etc.)

ASV Bacteria Eirmicutes Selenomonas Produco de &cido acetlco, Iact_lco e propibnico a partir 0% 0% 0% 0% 0% 129 0%

0014 da fermentacdo de glicose e lactose

'3082\(/) Archaea  Euryarchaeota Methanosaeta Produgéo de metano a partir de acetato 0% 0% 0% 0% 0% 0% 13%

Fonte: Elaborada por Vera Tainé Franco Vidal Mota.
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9.3 Aplicagdes praticas e perspectivas de pesquisas futuras

A maioria dos estudos disponiveis na literatura avaliou reatores em batelada, utilizando
glicose como substrato e culturas puras, 0 que ndo aborda as principais questdes relacionadas a
aplicacdo pratica de efluentes reais da fermentacdo escura (BANU et al., 2021). A ampliacéo
desses processos para 0 modo industrial requer operacdo continua. O uso de consércios
microbianos mistos também é uma opcdo melhor, pois pode tolerar variagdes de diversos
fatores ambientais como pH, temperatura, aléem de trabalhar com varias composi¢cdes de
substrato e eliminar a necessidade de esterilizagdo do meio. O uso de culturas puras resulta em
muitas desvantagens, como complicacbes na preservacdo, problemas de contaminagdo e
mudanca nas vias metabodlicas (BANU et al., 2020). Outra questdo extremamente importante
para o dimensionamento do processo € a necessidade de suplementacdo de alcalinizacéo que 0s
processos de fermentacdo escura requerem (BANU et al., 2021). Uma alternativa proposta aos
reagentes alcalinos que a maioria dos estudos tém utilizado é a recirculagdo dos efluentes
(BLANCO, 2018). Apesar de reduzir os custos operacionais, essa estratégia ndo os elimina
totalmente, pois aumenta o consumo de energia do sistema.

Este estudo mostrou potencial para implementacdo em escala piloto, uma vez que que
foi obtida producdo de AO (principalmente acido lactico) a partir de soro (um efluente real e
complexo), com requisitos operacionais minimos exigidos. Além disso, foi utilizado um lodo
de cultura mista sem nenhum tipo de pré-tratamento. Este estudo também ndo exigiu nenhum
tipo de controle de pH (por adicdo de reagentes alcalinos ou recirculacdo do efluente), ou
descarte de lodo durante a operacdo, uma vez que 0 sistema apresentou capacidade de
autorregulacéo. Esses resultados estdo extremamente alinhados com o conceito de bioeconomia
circular, pois tornam a recuperacdo de produtos de interesse por meio da fermentacéo escura de
efluentes e a prevencao da poluicdo mais atrativos economicamente atendendo a uma grande
demanda dos paises em desenvolvimento por tecnologias mais sustentaveis e viaveis e
proporcionando um aumento da escala produtiva da geracdo de bioH2 e AO, tais como o0 acido
lactico e acético.

Os resultados obtidos neste estudo abrem um novo campo de investigacdo na
recuperacdo de recursos por fermentacdo escura sem tampdes em condi¢des extremamente
acidas. Outros efluentes além do soro devem ser investigados ndo apenas visando a producao
de bioH2, mas também outros metabdlitos de interesse como 0os AO que por si s possuem um

grande valor monetario, mas também podem ser utilizados como fonte de carbono para outros
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produtos, como metano, biopolimeros ou &cidos graxos de cadeia média mais valiosos por meio
do alongamento da cadeia. Embora a caracterizagdo microbiana tenha sido aplicada neste
estudo, as funcdes metabolicas desempenhadas pelos microrganismos ndo foram totalmente
compreendidas por esta abordagem, portanto, uma compreensao profunda das vias metabolicas
da degradacdo do soro durante a acidogénese em um ambiente extremamente acido e 0s
microrganismos associados a elas também podem ser uma perspectiva para pesquisas futuras,

uma vez que € extremamente importante obter os metabolitos desejaveis.

9.4 Conclusbes

Os resultados obtidos neste estudo indicaram que a fermentacédo acidogénica do soro de
queijo é uma abordagem promissora para a producao bioldgica de acido lactico. O soro ndo se
mostrou um substrato adequado para a producdo de bioH> sem ajuste de pH. Os principais
produtores de hidrogénio encontrados, bactérias afiliadas Ethanoligenens e Clostridium
acidisoli, foram muito mais abundantes nos reatores alimentados com sacarose e operados em
condicdes acidas extremas do que nos reatores alimentados com soro, que demonstraram um
aumento natural dos valores de pH de abaixo de 3,0 para acima de 3,5. Portanto, o pH abaixo
de 3,0 parece ser uma condigéo ideal para que ocorra a producdo de bioH> sem adicdo de
tampado, favorecendo a rota metabdlica de producdo concomitante de acetato, etanol e Ho. No
entanto, a alimentacao inicial com sacarose proporcionou maior diversidade de metabdlitos na
Etapa 3 (alimentacdo inicial com sacarose substituida gradativamente por soro) e reducdo de
Lactobacillus quando comparado a Etapa 2 (alimentacdo apenas com soro), quando os acido

lactico e acético foram predominantes.
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10 PRODUCAO DE HIDROGENIO E ACIDOS ORGANICOS A PARTIR DA
FERMENTACAO ESCURA DA VINHACA DE CANA-DE-ACUCAR?

A vinhaca de cana-de-acucar apresenta baixo pH e diversos estudos relatam que a
suplementacdo com alcalinidade é essencial para a estabilidade de sua fermentacdo escura
(DOLL; FORESTI, 2010; FERRAZ JUNIOR; ETCHEBEHERE e ZAIAT, 2015a; 2015b;
FERRAZ JUNIOR et al., 2016; FUESS et al., 2016; 2017a; FUESS; ZAIAT e NASCIMENTO,
2019). No conceito de biorrefinaria, a reducdo ou mesmo eliminacao de agentes alcalinizantes
pode ser extremamente vantajosa do ponto de vista ambiental e econémico. Nesse contexto, 0s
principais objetivos deste estudo foram (i) avaliar a valorizacdo da fermentacdo escura da
vinhaca pela producéo de biohidrogénio (bioH>), sem nenhum tipo de ajuste de pH; (ii) avaliar
a producdo de outros metabolitos de valor agregado, como acidos organicos (AO) e solventes
em dois reatores UASB semelhantes em condicdes mesofilicas (U30) e termofilicas (U55); e
(iii) fornecer conhecimento para a compreensdo da fermentacdo escura da vinhaga e

microrganismos envolvidos.
10.1 Material e métodos
10.1.1 Abordagem experimental e condi¢des operacionais

Dois reatores UASB - Upflow Anaerobic Sludge Blanket (reator anaerdbio de fluxo
ascendente e manta de lodo) semelhantes (Figura 12) de 1,4 L foram operados em paralelo e
avaliados sob duas condicGes, mesofilica (30°C) e termofilica (55°C) sem qualquer tipo de
ajuste de pH. Os reatores foram identificados, respectivamente, como U30 e U55.

As configuracdes dos reatores, o substrato inicial e as condi¢cdes de operacdo foram
estabelecidas com base nas condic¢des 6timas alcangadas por Mota et al. (2018), nas quais um
reator UASB acidogénico alimentado com sacarose apresentou producdo de hidrogénio estavel
e o rendimento médio de 3,4 mol Hz mol*sacarose sob temperatura meséfila (30°C) e pH de

2,7. Um reator termofilico também foi avaliado neste estudo, uma vez que a vinhaca de cana-

2Esta etapa do trabalho encontra-se presente no artigo Hydrogen and organic acid production from dark
fermentation of sugarcane vinasse without buffers in mesophilic and thermophilic conditions (RIBEIRO
etal., 2021).
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de-agUcar é liberada em altas temperaturas (80-90°C) e é comum avaliar seu processamento

anaerdbio nessas condicoes.

Figura 12 - Diagrama esquematico do reator UASB utilizado para processamento de vinhaca
de cana-de-agucar.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A biomassa original estava na forma granular, mas foi completamente rompida com um
liquidificador, misturada ao substrato em propor¢do adequada para manter a concentracao de
15 g SVT L1 (SVT, sdlidos volateis totais) e recirculada nos reatores por 3 dias. As condicdes
de operacéo iniciais e o procedimento de inoculacdo foram estabelecidos de acordo com a
metodologia descrita por Mota et al. (2018) e foram seguidos estritamente de forma idéntica
para os dois reatores, U30 e U55. O U30 foi inoculado com lodo de um reator UASB
metanogénico (estagio Unico) tratando agua residuéria de um abatedouro de aves localizado em

Pereiras, Sdo Paulo, Brasil e o U55 foi inoculado com lodo termofilico de uma planta de
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processamento anaerdbio de vinhaca de cana-de-agUcar localizada em Pradopolis, S&o Paulo,
Brasil.

Primeiramente, foi realizada uma etapa como controle (Etapa 1 - S). Os reatores foram
alimentados com &gua residudria a base de sacarose, 0 mesmo substrato utilizado por Mota et
al. (2018) composto por 4450 mg L de agticar demerara (Native®) e uma solucéo de nutrientes
proposta por Jeison (2007), cujas concentracdes sdo apresentadas na Tabela4. A COV e o TDH
foram mantidos em 25 g COD L d! e 4,6 h, respectivamente.

Na tentativa de selecionar um microbioma adequado para produzir Hz juntamente com
AO sem a necessidade de qualquer adicdo de tampéo ou pré-tratamento de lodo, os reatores
foram inicialmente alimentados com &gua residuéria a base de sacarose, 0 mesmo substrato
utilizado no estudo anterior, com a mesma composi¢do descrita por Mota et al. (2018), 4450
mg L™ de aclicar demerara (Native®) e uma solugdo de nutrientes proposta por Jeison (2007),
cujas concentracOes foram apresentadas na Tabela 4.

Considerando que um microbioma acidogénico e hidrogenogénico foi enriquecido, apos
57 dias de operacdo, a agua residuaria a base de sacarose foi gradualmente substituida por
vinhagca de cana-de-agUcar coletada de uma biorrefinaria produtora de agucar, etanol e
eletricidade em Pradoépolis, Sdo Paulo, Brasil. Os periodos operacionais e a caracterizacao
composicional do substrato sdo detalhados na Tabela 10.

Tabela 10 - Caracterizacdo composicional da vinhaca de cana-de-aglcar ao longo do periodo
de operacdo dos reatores.

Nomenclatura 100S S75V25  S50V50  S25V75  V100DQO5  V100DQO10
Periodo (d) 1-56 57-66 67-79 80-86 86-103 104-114
So(gDQO LY 5 5 5 5 5 10
Fraco de S (%) 100 75 50 25 0 0
Fraco de V (%) 0 25 50 75 100 100
pH 62+06 5003 47+01 47%01 4,6 +0,0 4,6 +0,0

DQOt(mg L1  4593+784 4506+500 4101+529 5120+256 4819 +564 9260 * 668
DQOs(mg L) 4525+717 4193 +507 3588+366 4235+412 4324+333 8084 + 838

Gli(mg L) 02 117 + 10 141+5  251+155  470+30 763 + 99
CH (mg L) 3334+524 2641+743 1546+328 1567+166 936+386 2070 + 524
HLa(mg L% >3.9 81+ 28 148 +37 197 +18 280 + 91 476 + 41
EtOH (mg LY) >2.0° 11+4 23+6 32+15 34+14 52+8
MeOH (mg L) >2.0° 0+1 1+£2 30 4+1 5+0
HAc(mg L™) >2.0°P 12+8 67 £ 15 3644 9078 249 +£110
HPr (mg L) >2.0° 1+3 2+3 0+0 5+ 14 21+6
HBu (mg L?) >2.0° 3+2 0+1 2+4 0+0 1+3
HVa (mg L?) >2.0° 0+0 0+0 0+0 0+0 0+1
i-HVa(mg L?) >2.0P 22+13 15+ 17 0+0 0+0 0+0
SO4% (mg LY) 4.5 84 +3 168 £ 6 217 £11 266 + 16 5323
SSV (mg LY 02 51 + 17 104 + 26 142 +8 142 + 14 260 + 31
Fenois (mg L) 0 71 +59 152 + 26 228 + 8 314 +26 624 + 339

Fonte: Elaborada pela autora.
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Notas: virtualmente 0; Plimite minimo de deteccédo; So = concentracdo inicial do substrato; S = sacarose;
V =vinhaga diluida; DQOt = demanda quimica de oxigénio total; DQOs = demanda quimica de oxigénio
solavel; Gli = glicerol; CH = carboidratos totais; HLa = &cido lactico; EtOH = etanol; MeOH = metanol,;
HAc = &cido acético; HPr = &cido propidnico; HBu = &cido butirico; HVa = &cido valérico; i-HVa =
acido isobutirico; SSV = s6lidos em suspensao volateis.

A vinhaca utilizada durante o estudo foi sempre diluida. O fator de dilui¢do (ou seja,
volume de agua por volume de vinhaca) nao foi constante e variou ao longo do estudo de 2,9-
6,2 vezes, em funcdo da DQO da vinhaga bruta disponivel no momento, que variou de 28 a 30
g L. Esta diluicdo foi sempre ajustada de forma a manter uma concentracio inicial de substrato
(So) de aproximadamente 5 g DQO L e uma carga organica volumétrica (COV) de 25 g DQO
L d. Ao final da operacdo, a So foi aumentada para 10 g DQO L™ para a obtencdo de uma
COV de50gDQO Ltd?

10.1.2 Monitoramento do reator, métodos analiticos e avaliacdo de desempenho

Todas as anéalises realizadas e seus respectivos procedimentos estdo descritos na secéo
9.1.2 Monitoramento dos reatores e métodos analiticos. A determinacgdo de glicerol (Gli) foi
baseada no método descrito por Greenhill (2004). A vazéo do biogas foi monitorada por meio
de um dispositivo de medicdo de gas em forma de U conectado a um software de processamento
e ao headspace dos reatores. Os detalhes de funcionamento sdo fornecidos por Gyalai-Korpos
et al. (2014).

O desempenho do reator foi avaliado com base nas seguintes varidveis de resposta:
conversdo de CH (ECch;%); conversdo de glicerol (ECaii;%) (ambas calculadas em termos de
concentragdo, mg L) (Eq. 1); composicdo do biogas (CB;% de Hz, CO, e CH4) (Eq. 3);
producéo volumétrica de hidrogénio (PVH; mL H, L™t d?%) (Eq. 4), rendimento de hidrogénio
(HY; mol Hz mol™t.CHconsumidos) (EQ. 6); grau de acidificacdo (%) (Eq. 10); rendimento (Y ao;
mg DQOao g DQOts) e produtividade (Pao; mg DQOao L™t dt) de AO e solventes (Egs. 11
e 12, respectivamente).

DQOys
DQOt,,

Grau de acidificacio (%) = x 100 Eg. 10
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Em que DQOws corresponde a concentracdo total (DQO equivalente) de metabolitos
solliveis medidos, ou seja, AO e solventes (JDQOwms L) no efluente do reator e DQOt,ra DQO

total (g L) no afluente.

DQ0yo

Vo = ——22

AO DQOtaf Eq. 11
DQOAO

10 = —o Eq. 12

Em que DQOao corresponde a concentracdo total (DQO equivalente) dos AO e
solventes medidos (JDOOAo L™) no efluente do reator e At se refere a um periodo de 1 dia.

A distribuicdo do tamanho de particula e o diametro médio dos indculos (no inicio da
operacdo) e a biomassa do lodo de cada reator (no final da operacdo) foram analisados e,
portanto, suas respectivas caracteristicas puderam ser comparadas nas duas condi¢es de
temperatura avaliadas (mesofila e termdfila), e as mudancas nas caracteristicas da biomassa que
ocorreram ao longo do estudo puderam ser determinadas comparando cada reator com seus
respectivos inoculos. Amostras contendo cerca de 1 g de biomassa foram espalhadas sobre
placas de Petri e um estereomicroscépio capturou as silhuetas das particulas 2D (contraste de
fase e autofluorescéncia). As imagens foram entdo processadas e analisadas por uma sequéncia
de filtros de segmentacéo e limiar, e os parametros de forma 2D que descrevem a silhueta das
particulas foram extraidos usando o software ImageJ v1.60 (National Institutes of Health,
EUA). Os diametros equivalentes foram obtidos a partir da area 2D das particulas, e a avaliacdo
da distribuicdo do tamanho de particula seguiu a distribuicdo de tamanho de Weibull. Detalhes
mais especificos sobre a metodologia e os calculos realizados sao fornecidos por Santana et al.
(2016).

O software Past® 4.0 foi usado para realizar testes estatisticos. O teste de Shapiro-Wilk
foi aplicado inicialmente para verificar a normalidade dos dados e o nivel de confianga de 95%
foi adotado (a = 0,05). Uma vez que a normalidade dos dados foi determinada, o teste t foi

usado para dados paramétricos e Mann-Whitney para dados nao paramétricos.

10.1.3 Analise da comunidade microbiana

A caracterizacdo microbiana foi realizada para 0 U30 em trés periodos de operacdo em

relacdo a alimentacdo do reator: 100% de efluente & base de sacarose, 50% de efluente & base
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de sacarose e 50% de efluente a base de vinhaca de cana-de-agUcar e 100% de efluente a base
de vinhaca de cana-de-agucar. Para 0 U55, a caracterizacdo microbiana foi realizada somente
quando o reator foi alimentado apenas com efluente a base de vinhaca de cana-de-acUcar.
Amostras de lodo foram retiradas na por¢do média do reator, diretamente da manta de lodo. As
amostras foram retiradas do U30 nos dias 37, 79 e 114 e do U55 no dia 114. O maior nimero
de amostras do U30 se justifica porque a caracterizacdo microbiana deste reator foi submetida
a analises dGmicas no ambito de outro estudo (MOTA et al., [s.d.]).

Maiores detalhes sobre o procedimento utilizado para a realizacdo das analises da

comunidade microbiana estdo descritos na se¢ao 9.1.4 Analise da comunidade microbiana.

10.2 Resultados e discussoes

10.2.1 Producéo de bioH> e converséo de substrato

A partir do momento em que a vinhaga comecgou a ser introduzida no substrato de
alimentacdo de ambos os reatores, U30 e U55, houve uma diminui¢do da producdo de H>
diretamente proporcional a concentracdo da vinhaca até a sua cessa¢do, quando o substrato era
constituido apenas de vinhaca (Figura 13). No entanto, a estratégia de alimentar inicialmente
0s reatores com sacarose para promover um enriquecimento acidogénico e hidrogenogénico do
microbioma foi eficaz principalmente para o U30, conforme ele apresentou desempenho
satisfatdrio na producéo de bioH,, com uma PVH média de 3174 + 961 mL Hz L d%, enquanto
0 US55 apresentou uma PVH média de 1124 + 634 mL H, L d! na primeira etapa (100S),
quando foi utilizada apenas sacarose. Além do reator U30 ter uma PVH estatisticamente maior
do que U55, os valores observados na etapa alimentada apenas com sacarose (100S) foram mais
comparaveis ao valor de PVH apresentado por Mota et al. (2018) para um reator UASB
alimentado com sacarose, que foi de 4200 + 1056 mL H Lt d?.

Para 0 HY, o0 mesmo padrdo da PVH foi observado com a introdugéo da vinhaga no
substrato de alimentagédo (Tabela 11). Quando foi utilizada apenas sacarose (100S), os reatores
U30 e U55 apresentaram valores médios de HY respectivos de 1,5+ 0,7 e 1,5 £ 1,1 mol H>
mol™t CHconsumidgos, que ficaram abaixo dos valores observados por Mota et al. (2018),
3,4 + 0,7 mol Hz mol! sacaroseconsumidza. Uma alta fragio de Hz no biogés de 71 + 17 e 68 + 12%
para U30 e U55, respectivamente, quando a sacarose era o Unico substrato (100S), indica que a

alimentacdo inicial com sacarose foi uma estratégia bem-sucedida para promover o
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enriquecimento do microbioma hidrogenidnico. No entanto, essa estratégia pode néo ter sido
suficiente para eliminar outros microrganismos hidrogenotréficos que poderiam ser
responsaveis pelo consumo de H> ou microrganismos que poderiam causar inibicdo por
competicao.

Algumas flutuagc6es na PVH foram observadas em ambos os reatores durante a primeira
etapa quando a alimentacdo era constituida apenas por sacarose (S100) e, como pode ser
observado na Figura 13, tais flutuacdes coincidem com uma alta fracdo de H2 no biogas. O
aumento da pressao parcial de H2 no headspace, com consequente aumento da concentragéo de
H. dissolvido, influenciou consideravelmente o desempenho da producdo de hidrogénio
(SIVAGURUNATHAN et al., 2016). Assim, 0 aumento da porcentagem de H> no headspace,
atingindo 60-80%, resultou na diminui¢do da PVH como consequéncia do efeito inibitorio da
pressdo parcial de Ho. Outro fator que pode ter prejudicado o desempenho da producgdo de
hidrogénio é a homoacetogénese, que € uma via metabdlica consumidora de hidrogénio,
também relacionada a altas pressdes parciais de hidrogénio (BUITRON et al., 2020). Buitron
et al. (2020) usaram uma estratégia baseada na recirculacdo do gas do headspace para aumentar
a liberacdo de hidrogénio da fase liquida para a fase gasosa em um reator UASB alimentado
com efluentes de vinicola e a produtividade de hidrogénio aumentou de 22 mL Hz L™ h! para
62 mL Hz Lt h,

Quando a fragdo da vinhaga no substrato era de 100% (V100DQ010), o U30 apresentou
um valor de PVH nulo, enquanto o U55 apresentou um valor extremamente baixo de 34 + 41
mL Hz L d? (Tabela 11). Nesta condigéo, foi observado um valor de PVH pontual de 460,98
mL Hz L d! no U55, que é comparavel aos valores relatados por Ferraz Janior; Etchebehere;
Zaiat (2015b) e Niz et al. (2019). No entanto, é extremamente importante destacar que este
resultado ndo corresponde a uma producdo estavel e reflete um pico na producéo de bioH2 logo
que a condicdo operacional foi modificada.

Esses picos na producdo de H», imediatamente apds uma mudanca na condicdo de
operacdo juntamente com uma tendéncia de instabilidade, foram observados em ambos os
reatores ao longo deste estudo e também foram observados nos estudos realizados por Ferraz
Junior; Etchebehere e Zaiat (2015a; 2015b). Sob condicBes de alta pressdo parcial de Ho, 0
rendimento de hidrogénio pode ser afetado devido ao fluxo metabolico redirecionado e
simultaneamente aumento da formacéo de lactato e outros solventes, como acetona, etanol e
butanol (SIVAGURUNATHAN et al., 2016). Reis et al. (2015) operaram um reator anaerobio

de leito fluidizado alimentado com vinhaga de cana-de-agticar com 10 g DQO L™, e os autores
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também utilizaram uma estratégia de partida do reator, condicionando-o para a producdo de
hidrogénio com um substrato mais simples, a glicose, e adicionaram vinhaca a alimentacdo
gradativamente. Os autores observaram um pico na producdo de hidrogénio no inicio da
operacdo e uma tendéncia de queda no final da operacdo. Os autores associaram essa tendéncia
a geracdo de CHa, que ocorreu mesmo com pH baixo, em torno de 4,5, 0 que ndo ocorreu neste

estudo, pois a producdo de CHa foi praticamente nula (Figura 13).
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Tabela 11 - Valores médios de pH, converséo de carboidratos (ECch), glicerol (ECaii), fragcdo dos principais compostos no balanco de massa
global (BMG DQOe/H2/SSV), fragdo dos principais compostos soltveis no efluente de DQO soltvel (DQOes CH/Pr/MS), rendimento de
hidrogénio (HY) e produgdo volumétrica de hidrogénio (PVH) em cada condicdo do U30 e U55 para processamento de vinhacga de cana-de-

acucar.
Nomenclatura 100S S75V25 S50V50 S25V75 V100DQO5 V100DQO10
Periodo (d) 1-56 57-66 67-79 80-86 86-103 104-114
So(g L™ 5 5 5 5 5 10
Fracdo de S (%) 100 75 50 25 0 0
Fracdo de V (%) 0 25 50 75 100 100
pH U30 29+0,1 32+0,1 39+0,2 4,2+0,0 45+0,1 45+0,1
pH U55 3,2%0,1 3,7+£0,0 39+0,1 40+0,2 45+0,2 4,4 +0,3
ECcH U30 (%)? 69+19 889 884 900 71+11 73+8
ECch U55 (%0)? 27+12 44 +19 60+7 48 + 10 47 +10 60+ 11
ECaii U30 (%)? 0 0+0 64 = 45 9=+1 990 100+ 0
ECaii U55 (%0)? 0 0+0 2+4 75+11 80 + 20 71+13
BMG U30 DQOe/H2/SSV (%0)° 89+4/6+3/4+2 89+3/3+2/8+1 84+6/2+1/13+5 84+3/1+£0/15%3 90£2/0£0/10£2 86+9/0+£0/14+9
DQOe¢r U30 CH/Pr/MS (%)° 33+20/0+0/67420 11+11/0+0/89+11 7+1/0+0/93+1 5+2/0+0/95+2 9+4/0+0/91+4 1247/0+0/88+7
BMG U55 CODe/H2/SSV (%)P 95+3/3+2/2+2 88+2/4+1/8+1 85+8/3+1/12+8 90+2/2+0/8+1 91+3/0+1/9+2 91+3/0+0/943
DQOer U55 CH/Pr/MS (%)° 7549/0+0/25+9 47+9/0+0/53+9 21+9/0+0/79+6 15+4/0+0/85+4 15+4/0+0/85+4 14+3/0+0/86+3
HY U30 (mol Hz molCHconsumidos) 15+0,7 0,8+0,7 0,8+0,7 0604 0,0+£0,1 0,0+£0,0
HY U55 (mol Hz molCHconsumidos) 1511 2105 16+£1,0 2210 10£15 0.1+0,1
PVH U30 (mL Hz Lt d?Y) 3174 £ 961 1193 + 836 886 + 353 639 + 367 17 £ 50 0.0+£0.0
PVH U55 (mL Ho L1d?) 1124 + 634 1517 + 315 782 + 445 595 + 230 82 + 163 34 +41

Fonte: Elaborada pela autora.

Notas: “virtualmente 0; ?calculado em termos de concentragdo (mg L™); Pcalculado em termos de DQO.

Siglas: Sp — concentracdo inicial do substrato; S - sacarose; V — vinhaga diluida; DQOes — DQO efluente soltvel, SSV — sélidos em suspenséo volateis; CH -
carboidratos totais, Pr — Proteina e MS — metabdlitos sollveis (acidos organicos e solventes).
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Figura 13 - Produgdo volumétrica de hidrogénio (PVH) e composi¢édo do biogas (CB) em
cada condicéao do (a) U30 e (b) U55 para processamento de vinhaca de cana-de-agucar.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Siglas: S - sacarose; V — vinhaga diluida.

Um valor de HY pontual de 4,07 mol Hz mol™CHconsumidos também foi observado no

U55 sob a condicdo de 100% de vinhaca (V100DQO10) e embora seja maior do que 0S
rendimentos descritos por outros estudos (FERRAZ JUNIOR; ETCHEBEHERE e ZAIAT,
2015b; FUESS; ZAIAT e NASCIMENTO, 2019; MAGRINI et al., 2020; NIZ et al., 2019;

REIS et al., 2015), esse resultado precisa ser avaliado com cautela, pois apenas a conversao de

carboidratos foi levada em consideracédo para os calculos de HY. No entanto, outros substratos,

tais como o lactato e o glicerol também podem ser relevantes (FUESS; ZAIAT e

NASCIMENTO, 2019). Uma vez que a vinhaga é um substrato extremamente complexo quanto

a sua composicgdo, a determinagdo de rotas metabolicas em sua fermentacdo escura ainda é

bastante desafiadora e melhores métodos para avaliacdo de rendimento do reator, que levam
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em consideracédo os diferentes tipos de substrato que compdem a vinhacga, precisam de maior
desenvolvimento (FUESS; ZAIAT e NASCIMENTO, 2019).

Uma mudanca no substrato preferencial foi observada principalmente no U55 a partir
da condicdo de 75% de vinhaca (S25V75), pois houve uma diminuicdo na conversao de CH de
60 + 7 para 48 = 10% e um aumento significativo na converséo de glicerol de 2 + 4 para 75 +
11%. Essa mudanca também foi observada no U30, que apresentou conversdo de glicerol de
pelo menos 98%, a partir da condicdo de 75% de vinhaca (S25V75), chegando a 100% quando
apenas vinhaca estava sendo utilizada como alimentacdo (V100DQO5 e V100DQO10) (Tabela
11).

Embora a conversdo do glicerol tenha sido alta e estavel, pode néo ter sido um aspecto
determinante para a producdo de bioH. a partir da vinhaga, muito provavelmente devido as
condicdes de pH obtidas neste estudo, que sempre estiveram abaixo de 4,5 em ambos 0s
reatores. Mangayil; Karp e Santala (2012) obtiveram uma producédo 6tima de bioH: a partir do
glicerol bruto em pH de 6,5 e os autores observaram uma diminuigdo drastica no rendimento
de H2 em pH igual a 5,0, bem como utilizagdo minima de substrato. Fuess; Zaiat e Nascimento
(2019) também relataram que a fermentacao de glicerol pode ndo ser um aspecto determinante
para a producdo direta de bioH: a partir da vinhaca, uma vez que foram observados niveis
estaveis e elevados de conversao de glicerol (geralmente> 95%), acompanhados de producéao
de bioH: relativamente baixa (521 + 132 mL H, L™t d!) sob pH <5,0.

Alguns substratos criticos na vinhaca, como fenol e sulfato, os quais aumentaram
conforme a fracdo da vinhaca foi aumentada na alimentacdo, podem prejudicar a producao de
bioH2 por meio de seu efeito inibidor/interferente na biodegradabilidade da fragdo organica da
vinhaca (FUESS; GARCIA e ZAIAT, 2018). No entanto, neste estudo, a mudanga na
comunidade microbiana (induzida por uma mudanca no substrato e um aumento no pH), que
passou a ser dominada por bactérias ndo produtoras de H. (que sdo capazes de degradar a
vinhaca e adaptadas a pH 4,0-5,0), parece ter sido a principal causa do baixo rendimento de Ho.
Outra indicagéo de que isso pode ter ocorrido, € que existem estudos com 100% de vinhaga e
com excelentes resultados na produgéo de Hz, porém é muito importante ressaltar que esses
estudos foram realizados com ajuste de pH (por meio da adigéo de alcalinizantes) o que resultou
em uma faixa de pH acima do utilizado neste estudo (FERRAZ JUNIOR; ETCHEBEHERE;
ZAIAT, 2015b; FUESS et al., 2017a; FUESS; GARCIA; ZAIAT, 2018; NIZ et al., 2019).
Portanto, ndo € possivel justificar a baixa produgdo de H. neste estudo devido a complexidade

da vinhaga.
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Os resultados relativos a producdo de bioH> neste estudo foram extremamente
consistentes com aqueles observados para o processamento do soro de queijo (Capitulo 9) é
descrita a avaliacdo da produgéo de bioH> a partir de soro de queijo sem ajuste de pH, utilizando
a mesma estratégia de adaptacdo de biomassa com sacarose adotada para a vinhaca. Melhores
resultados de bioH, foram observados quando o reator UASB foi alimentado apenas com
sacarose e o pH se manteve em torno de 2,7, com uma PVH média de 2096 + 1333 mL H, L*
d’. A medida que o soro de queijo foi sendo introduzido gradativamente no substrato de
alimentacdo (até a eliminacdo da sacarose) e o pH aumentou naturalmente para valores
proximos de 4,0, e a producdo de bioH> diminuiu até a sua cessacdo. Mota et al. (2018)
observaram que a diminuicéo na remocéo de sacarose, concentragdo de AO e producéo de bioH>
coincidiu com aumentos pontuais no pH. Da mesma forma, para o processamento da vinhaca,
0 U30 apresentou PVH estatisticamente maior do que o U55 quando apenas sacarose foi
utilizada como substrato e os valores de pH foram 2,9 + 0,1, enquanto o U55 sempre apresentou
valores acima de 3,0 (Tabela 11) concomitante a uma menor produgdo de bioH> (Figura 13).

Com base nas informacdes citadas anteriormente, pode-se inferir que um pH abaixo de
3,0 € um fator crucial para a producdo de bioH. sem tampdes, porém, ndo se pode afirmar com
certeza que este seja o Unico fator que influenciou a produgdo de bioHa, visto que outras
variaveis como temperatura, comunidade microbiana e o tipo de substrato também podem ter
desempenhado um papel importante. Também existem indicios de que a estratégia de alimentar
inicialmente os reatores com agua residuéria a base de sacarose ndo se mostrou suficiente para
manter um ambiente adequado para bactérias produtoras de hidrogénio conforme a sacarose foi
substituida pela vinhaca, resultando em um aumento natural do pH. Talvez a utilizacdo de
outros substratos, diferentes do soro e da vinhaga, que possuam um valor natural de pH abaixo
de 3,0, além do potencial para a producdo de bioH>, apresentasse melhores resultados. No
entanto, é importante destacar que essa estratégia mostrou um potencial de ser propicia para a

producdo de outros produtos de interesse que serdo discutidos no item 10.2.2.

10.2.2 Producéo de acidos organicos e solventes

Ao analisar o espectro dos metabdlitos produzidos (Figura 14), pode-se afirmar que
HAc, HBu, EtOH e HLa (apenas no U30) foram predominantes na primeira fase do estudo
quando o substrato de alimentagdo consistia apenas de sacarose (100S) e houve produgéo

significativa de bioH> (Figura 13). Houve queda nas concentracdes e niveis de acidificacdo
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correspondentes a esses metabdlitos, seguido de aumento gradual do HPr em ambos os reatores
e HVa (apenas no U30) (Figura 14b e Tabela 12) quando a sacarose foi gradativamente
substituida pela vinhaca. Também foi observada uma queda gradativa na producéo de bioH>
conforme o substrato era trocado por vinhaca.

As vias dos &cidos acético e butirico sdo as vias metabdlicas preferidas para a producéao
de bioH; por fermentagio escura (FERRAZ JUNIOR; ETCHEBEHERE e ZAIAT, 2015b;
MAGRINI et al, 2020; NIKOLAIDIS; POULLIKKAS, 2017) (Reagbes 1 e 2,
respectivamente), enquanto HPr e HVa podem estar associados a condi¢Ges desfavoraveis para
que isso acontega. A fermentacdo nas vias propidnica (Reacdo 7) (MAGRINI et al., 2020) e
valérica (Reacédo 8) leva ao consumo de hidrogénio disponivel no meio reacional (MOTA et
al., 2018). A producéo de bioH> por via de fermentacdo do tipo acetato-etanol também pode
ocorrer produzindo até 2 mols de Hz por mol de etanol (Reacdo 5). Além disso, a producdo de
acido propidnico pode ser minimizada nesta via, melhorando a estabilidade do processo
(ANZOLA-ROJAS; ZAIAT; WEVER, 2016). Assim, os metabdlitos observados neste estudo

sdo consistentes com os resultados de producdo de bioHo.

CeH1206 + 2H2 — 2CH3CH2CH2COOH + 2H20 Reacéo 7
CsH1206 + 2H2 — CH3CH2CH2CH2COO" + 2H" + 2CO; + 1.5H,0 Reacdo 8

Diversos autores também relatam a producdo de bioH; a partir da fermentacdo da
vinhaca pela via do tipo etanol (FERRAZ JUNIOR; ETCHEBEHERE; ZAIAT, 2015a;
LAZARO et al., 2014; REIS et al., 2015) em uma faixa de pH entre 4,6-6,5 (ARIMI et al., 2015;
HWANG et al., 2004). Hwang et al. (2004) afirmam que a producdo de H. pela rota do etanol
¢ favoravel em valores de pH entre 4,5-5,0. Entretanto, no presente estudo, esse tipo de
fermentacdo foi favorecida em valores de pH entre 2,8-3,3. Refor¢ando esses resultados, Mota
et al. (2018) obtiveram uma fracdo de etanol correspondente a 27% da DQO total soltvel
analisada em um pH abaixo de 3,0, concomitante com uma producao relevante de H.. Melhores
resultados de bioH> também foram observados juntamente com maiores concentracdes de
etanol em duas etapas diferentes no processamento de soro de queijo (Capitulo 9). Essa
condicdo também foi observada neste estudo quando a sacarose foi 0 Unico substrato de
alimentacéo (100S) (Figura 13).
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Tabela 12 — Valores médios de grau de acidificacdo (%), rendimento (Y ao) e producéo (Poa) de &cidos organicos e solventes em cada condi¢do

do U30 e U55 para processamento de vinhaca de cana-de-acgucar.

Nomenclatura 100S S75V25 S50V/50 S25V75 V100DQO5  V100DQO10
Periodo (d) 1-56 57-66 67-79 80-86 86-103 104-114
So(g LY 5 5 5 5 5 10
Fracdo de S (%) 100 75 50 25 0 0
Fracéo de V (%) 0 25 50 75 100 100
Acidificacio U30 (%) 47 £17 58 + 15 54 + 20 51+ 24 40 £5 27+9
Acidificacdo U55 (%) 17+7 31+7 45+ 14 35+7 28 +13 23+1

Y a0 U30 (mg DQOxo g~! DQOtar) 373+135 443 +170 377 + 181 456 + 232 376 + 52 259 + 84

Y a0 U55 (mg DQOAo g~ DQOtar) 98 + 36 241 + 69 291 + 61 200 + 24 248 + 122 212 + 12
Pao U30 (mg DQOao L™ d) 12996 +5377 14492 +5686 10765 +3793 16814 +8000 13286 + 1556 17396 + 5220
Poa US55 (mg DQOao L™ d) 3320 +1039  6469+1798 8327 +3063 6327690 7703 +3453 14024 + 1642

Fonte: Elaborada pela autora.
Siglas: So — concentragdo inicial do substrato; S - sacarose; V — vinhaca diluida.
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Diversos autores descrevem uma diminui¢do no HY concomitante com um aumento na
concentracdo de &cido lactico (ARIMI et al., 2015; MOTA et al., 2018; SAADY, 2013).
Bactérias do acido lactico tém sido descritas como produtoras de bacteriocina (um peptideo
antimicrobiano), causando prejuizo na producdo de H> devido a competi¢cdo por substrato e
substituicdo da fermentacédo de hidrogénio por &cido lactico e fermentacdo de etanol (SIKORA
et al., 2013). De acordo com Fuess; Zaiat e Nascimento (2019), valores de pH baixos podem
favorecer a inibicdo de bactérias consumidoras de lactato, levando ao predominio de produtos
do metabolismo das bactérias do acido lactico, resultando em baixos niveis de producéo de
bioH: e o subsequente acimulo de HLa no reator. No entanto, a fermentag&o do &cido lactico
pode desempenhar um papel duplo, pois reduz a producdo de bioH> devido a competicdo por
substrato ou leva & producéo de bioH. por meio da converséo de lactato em acido butirico junto
com Hz (FUESS; GARCIA e ZAIAT, 2018; SIKORA et al., 2013). No estudo conduzido por
Niz et al. (2019), em condicdes termofilicas extremas (70°C) para a producdo de bioH> a partir
da vinhaca da cana-de-acgUcar, a via latica/acética foi a principal rota para a producao de bioHo.

Embora alta concentracdo de &cido lactico tenha sido observada no U30 quando também
havia PVH e HY mais altos, esses resultados nao indicam que a producdo de acido lactico foi
benéfica para a producao de bioH>. Nas condi¢des especificas avaliadas neste estudo (pH abaixo
de 3,0), a producéo de bioH> a partir do lactato ndo ocorreu e o enriquecimento de bactérias
lacticas foi associado a rendimentos reduzidos de H, conforme serd discutido na proxima
secdo. No entanto, uma vez que o &cido lactico pode ser uma fonte de carbono para o
alongamento da cadeia de AO, sua producéo pode ser vantajosa (ENG SANCHEZ et al., 2021).

O espectro de acidos obtidos também variou de acordo com as condi¢fes de temperatura
de cada reator. Em geral, grandes propor¢oes de acido acético e propidnico foram obtidas em
condicdes mesofilicas e de acido lactico, acético, butirico e propiénico, em condicdes

termofilicas.
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Figura 14 — Concentracdo de metabolitos afluente ao (a) U30, (b) U55 e efluente ao (c) U30 e
(d) U55 para processamento de vinhaca de cana-de-agucar.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Siglas: EtOH — etanol; n-BuOH — n-butanol; HAc — &cido acético; HPr — &cido propibnico; HLa — &cido
lactico; HBr — &cido butirico; HVa — acido valérico; S - sacarose; V — vinhaca diluida.
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Independentemente da fracdo da vinhaca presente no substrato, o reator U30 apresentou
melhor desempenho na producdo de AO do que o reator U55, conforme pode ser verificado
pelo grau de acidificacdo apresentado em todas as etapas de operacdo (Tabela 12). Esses
resultados estdo de acordo com os resultados descritos por Eng Sanchez et al. (2021) em seu
estudo sobre a vinhaca de cana-de-aclcar como substrato em fermentacdo escura para
recuperacdo de metabolitos soluveis. Os autores também obtiveram rendimento maximizado
(401 mg DQOao g DQOty) e produtividade (653 mg DQOao L™ d!) de AO em condicio
mesofilica/alcalina (40°C; pH = 8,8-10,0). Considerando a opera¢do com vinhaca como
substrato, foi possivel obter um rendimento de acido orgénico de 376 + 52 e 248 + 122 mg
DQOao g L DQOt,s para os reatores U30 e US55, respectivamente. Neste estudo, em relacéo a
produtividade, os reatores U30 e U55 apresentaram valores respectivos de 17396 + 5220 e
14024 + 1642 mg DQOao L ! d™* na condigdo So de 10 g L™ (V100DQO10), valores muito
superiores ao resultado maximo relatado por Eng Sanchez et al. (2021). Também é muito
importante ressaltar que esses resultados foram obtidos sem nenhum tipo de ajuste de pH e em
uma faixa de pH de 4,1-4,8. Portanto, a economia obtida por ndo ser necessaria a adicao de
alcalinizantes em um processo em escala real pode compensar o menor rendimento.

Os resultados de producdo de AO obtidos neste estudo indicam que a fermentacao
acidogénica da vinhaca de cana-de-acUcar sem ajuste de pH pode ser uma abordagem
promissora para a valorizacgao do tratamento desse efluente por meio da producdo de AO e seu
uso direto. Alternativamente, esses acidos podem ser usados como uma fonte de carbono para
outros produtos de interesse, como metano, biopolimeros (OLIVEIRA et al., 2019) ou acidos
graxos de cadeia média mais valiosos por meio do alongamento da cadeia.

Do ponto de vista pratico e de custo-beneficio, este estudo demonstrou grande potencial,
visto que o efluente foi acidificado sem a necessidade de ajuste de pH e com exigéncias minimas
de operacdo. Producdo de AO relevante péde ser obtida quando apenas a vinhaca foi utilizada
como substrato, além de alta producdo de H> quando a sacarose foi utilizada como Unico
substrato ou como cossubstrato. Embora a agua residuéria sintética a base de sacarose nao possa
ser considerada um substrato viavel para uso em plantas em escala real, tais resultados
estabeleceram precedentes para a producdo de hidrogénio sem ajuste de pH a ser avaliado com
outros substratos ricos em agucar como, por exemplo, melago de cana-de-agucar, subproduto
da cadeia produtiva do agucar (FUESS et al., 2021; FUESS; ZAIAT e NASCIMENTO, 2020;
2021; OLIVEIRA et al., 2020; VILELA et al., 2021).
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Vale também destacar que este estudo ndo exigiu: (i) qualquer tipo de ajuste de pH (por
meio da adigdo de tampdes ou recirculacao do efluente), (ii) descarte de lodo durante a operacéo
(visto que o sistema apresentou capacidade de autorregulacéo), (iii) tratamento quimico ou
térmico do lodo de in6culo, que foi constituido por um consorcio microbiano misto que tem
como principais vantagens a tolerancia a diversos fatores ambientais como pH, temperatura,
flexibilidade de trabalhar com diversas composi¢cGes de substrato sem necessidade de
esterilizacdo do meio. Todas essas vantagens mostram o potencial deste estudo para
implementacdo em escala piloto. No entanto, € muito importante ressaltar que foi utilizada
vinhaca diluida, o que ndo seria o ideal para uma implementacdo em escala real. Assim, 0
préximo passo para um estudo futuro a respeito da producdo de AO ¢ a utilizacdo de vinhaca

real in natura e sem diluicéo.

10.2.3 Estrutura e composic¢ao da comunidade microbiana

Na Figura 15 € possivel obervar como a biomassa mudou ao longo do estudo. A partir
da distribuicdo de tamanho de Weibull, a faixa de diametros das particulas foi extraida nos
percentis de 10% e 90%. O in6culo mesofilico utilizado no U30, no inicio do estudo,
apresentava particulas de 2060-5610 pm de diametro e ao final do estudo, o lodo do U30
apresentou particulas de 545-1550 pm de diametro.

O indculo termofilico utilizado no U55, no inicio do estudo, apresentava particulas com
didametro de 260-1125 um e ao final do estudo, o lodo do U55 apresentou particulas de 170-520
pum de diametro.

Diametros de particula menores de granulos nos reatores acidogénicos em comparagao
com seus respectivos inodculos podem ser uma indicacdo de enriquecimento da comunidade
acidogénica, uma vez que as bactérias acidogénicas crescem principalmente em suspensdo, em
particulas menores (JEISON et al., 2008; JEISON; LIER, 2007). Mota (2019) também relatou
diametros médios de particula menores de lodo de um reator acidogénico em comparagéo com
reatores metanogénicos de membrana. Os resultados microbioldgicos obtidos neste estudo
também corroboram com esse enriguecimento da comunidade acidogénica ao longo da
operacdo. Além de didmetros menores dos granulos, uma faixa de lodo menor também pode ter

contribuido, pois uma maior velocidade ascensional pode ter selecionado 0s microrganismos.
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Figura 15 - Distribuigdo do tamanho de particula da biomassa dos reatores U30 e U55 ao final
da operacgdo com vinhaca de cana-de-agucar e seus respectivos indculos em sua forma

original®.
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Fonte: Elaborada por Gustavo Cesar Dacanal e adaptada pela autora.

Foram obtidas 2.174.506 sequéncias, suficientes para cobrir a diversidade das amostras
de indculo e lodo (Figura 16). A caracterizagdo da comunidade microbiana dos reatores em
nivel de género € ilustrada na Figura 17. A Tabela 13 mostra as amplicon sequence variants
(ASV) prevalentes encontradas nos reatores e no indculo. O microbioma do reator acidogénico
diferia muito de seu respectivo indculo. As ASV mais encontradas no inéculo ndo foram
encontradas nos reatores (Tabela 13) e os organismos metanogénicos foram completamente
inibidos em condigdes acidogénicas (Archaea representou menos de 0,01% do microbioma total
nos reatores acidogénicos). Observou-se uma grande reducdo da diversidade, com valores do
indice de Shannon do in6culo usado no U30 e U55 de 6,54 e 6,25, respectivamente. No entanto,
guando o U30 foi alimentado com 100% de efluente a base de sacarose, o valor do indice de

Shannon de sua amostra de lodo foi de 2,61.

SAntes do procedimento de inoculagdo em que os granulos foram completamente rompidos por um
liquidificador.
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Figura 16 - Curva de rarefagdo baseada em contagens de sequéncia para processamento de vinhaga de cana-de-agucar.
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Fonte: Elaborada por Vera Taina Franco Vidal Mota.
Siglas: U30-S100, U30-S50V50, U30-V100: U30 alimentado com 100% de sacarose, 50% de sacarose e 50% de vinhaga diluida, e 100% de vinhaca diluida,

respectivamente. U55100: U55 alimentado com 100% de vinhaca diluida. In30: indculo utilizado no U30. In55: inéculo utilizado no U55.



Tabela 13 - ASV com abundancia maior de 10% em no minimo uma das amostras do processamento de vinhaca de cana-de-agucar.
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ASV Dominio Género Espécie mais préxima Confianca* S30 SV30 V30 V55 In30 In55
001 Bacteria Prevotella sem cultura 1,000 0,1% 24,8% 34,1% 5,4% 0,0% 0,0%
002 Bacteria Liquorilactobacillus Liquorilactobacillus nagelii 0,996 39,5% 7,6% 1,0% 0,7% 0,0% 0,0%
003 Bacteria Pectinatus - 1,000 0,0% 11,8% 16,8% 4,6% 0,0% 0,0%
004 Bacteria Clostridium Clostridium acidisoli 0,948 17,2% 14,8% 0,0% 0,1% 0,0% 0,0%
005 Bacteria Lactobacillus Lactobacillus delbrueckii 0,999 0,0% 0,0% 0,0% 21,9% 0,0% 0,0%
006 Bacteria Megasphaera Megasphaera sueciensis 0,857 0,0% 6,1% 13,3% 0,4% 0,0% 0,0%
007 Bacteria Liquorilactobacillus Liquorilactobacillus nagelii 0,999 15,6% 2,4% 0,4% 0,2% 0,0% 0,0%
008 Bacteria Ethanoligenens sem cultura 1,000 13,3% 4,6% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
009 Archaea Methanosaeta - 0,986 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 13,4% 0,0%
010 Bacteria Bifidobacterium Bifidobacterium thermophilum 0,902 0,0% 0,0% 0,0% 12,2% 0,0% 0,0%
011 Bacteria Clostridium sensu stricto 12 - 1,000 0,0% 2,8% 1,1% 7,2% 0,0% 0,0%
012 Bacteria Defluviitoga sem cultura 0,832 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 10,6%
013 Bacteria Lactobacillus - 1,000 0,0% 5,4% 2,4% 2,2% 0,0% 0,0%
014 Bacteria Lactobacillus Lactobacillus amylolyticus 1,000 0,0% 0,0% 0,0% 9,4% 0,0% 0,0%
015 Bacteria Coprothermobacter - 1,000 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 8,4%
016 Bacteria Prevotella sem cultura 0,999 0,0% 2,1% 5,0% 0,5% 0,0% 0,0%
017 Bacteria  uncultured (f: Anaerolineaceae) sem cultura 0,801 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 7,5% 0,0%
018 Bacteria Clostridium sensu stricto 11 - 1,000 0,0% 0,0% 0,3% 6,5% 0,0% 0,0%
019 Bacteria Raoultella - 0,965 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%

Soma do percentil dos ASVs mais prevalentes 85,8% 82,4% 74,3% 71,2% 20,8% 19,0%

Fonte: Elaborada por Vera Taina Franco Vidal Mota.

Siglas: S30, SV30, V30: U30 alimentado com 100% de sacarose, 50% de sacarose e 50% de vinhaga, e 100% de vinhaca, respectivamente. VV55: U55 alimentado

com 100% de vinhaga. In30: in6culo utilizado no U30. In55: indculo utilizado no U55.

Nota: *Os valores de confianca sdo aqueles fornecidos para o Gltimo nivel de taxonomia atribuido.
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Figura 17 - Abundancia relativa de géneros prevalentes no U30 alimentado com efluente a
base de 100% de sacarose (U30-S100), 50% de sacarose e 50% de vinhaca diluida (U30-
S50V50) e 100% de vinhaca diluida (U30-V100), e no U55 alimentado com efluente & base
de 100% vinhaca diluida (U55-V100).

0,
Lzl ou30-5100

BuU30-550V50
mU30-V100
40% BUS55-V100

9]
2
&~

30%

20%

Predominancia de genéro

::
F
-
—
—
— -
]
=

.\\\}" \\3“’ N 6(\‘:; Q@ Q‘;\’b Q,& \\? N &
5 O ~ N 3 @ R4 X L
& £ & & £ &£ £ &£ ¢ K
s © & & IS @ & g & o)
o5 0\0 < [s) o Q @ ¢ D
& o > N R ) o~
N V & & & o &
p‘? 2 2
o> b\& &
gt gt
of P

Fonte: Elaborada por Vera Taina Franco Vidal Mota.

Uma reducdo acentuada da diversidade microbiana, em comparacdo com o inéculo, em
reatores alimentados com efluente a base de sacarose acompanhado por valores de pH
extremamente baixos (<3,0) também foi observada no processamento de soro de queijo
(Capitulo 9) e no estudo conduzido por Mota et al. (2018). Além disso, a producdo de
hidrogénio nessas condi¢fes foi associada a presenca de bactérias relacionadas a
Ethanoligenens e Clostridium acidisoli (esta espécie pertence a Clostridium sensu stricto 12),
gue também foram encontradas neste estudo (Figura 16, Tabela 13). Bactérias afiliadas a
Liquorilactobacillus nagelii, encontradas principalmente no U30 na etapa operada com
sacarose (100S), por outro lado, podem prejudicar a producdo de H, em condicdes acidas
extremas devido ao seu metabolismo homofermentativo (ZHENG et al., 2020), que esta de
acordo com a alta producdo de lactato nesta fase (Figura 14a e 14c). No momento de maior
producdo de Ho, correspondendo ao 37° dia de operacdo, que foi quando as amostras de lodo
foram coletadas para analises moleculares (amplicon do gene 16S rRNA, metagendmica e
metatrancriptdmica), as analises metatranscriptomicas revelaram que bactérias relacionadas a
Etanoligenens e Clostridium acidisoli estavam mais ativas do que bactérias afiliadas a L. nagelli
(MOTA et al., [s.d.]).

A medida que a vinhaca foi adicionada ao substrato, a diversidade microbiana

aumentou; os valores do indice de Shannon foram 3,87, 3,59 e 4,33 para 0 U30 alimentado com
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sacarose e vinhaca, apenas com vinhaca e para o U55 alimentado apenas com vinhaca,
respectivamente. Prevotella, Megasphaera, Pectinatus, Clostridium sensu stricto 11 e
Lactobacillus tornaram-se predominantes. Essas bactérias foram relatadas em varios estudos
utilizando a vinhaga de cana-de-aglcar como substrato, tanto em condi¢cdes mesofilicas
(FERRAZ JUNIOR; ETCHEBEHERE e ZAIAT, 2015b; LAZARO et al., 2014; REIS et al.,
2015) quanto em condic¢des termofilicas (FUESS; GARCIA e ZAIAT, 2018; NIZ et al., 2019).
Além desses géneros, no U55 alimentado apenas com vinhaca, Bifidobacterium também foi
encontrada relativamente em grande proporcéo (Figura 17). Cassman et al. (2018) encontraram
Megasphaera, Pectinatus, Lactobacillus e Bifidobacterium entre os principais géneros na
vinhaca de cana-de-agUcar in natura, sugerindo que o microbioma dos reatores poderia ter sido
alterado em parte devido as bactérias da propria vinhaca.

A metatranscriptémica revelou que Pectinatus frisingensis era a bactéria mais ativa ao
final da operacgdo (114° dia) no U30, correlacionando-se com a alta produgdo de propionato
(Figura 14a e 14c), enquanto a producdo de acetato e butirato da vinhaga foi atribuida
principalmente a Megasphaera e Clostridium (MOTA et al., [s.d.]). No U55, a alta abundéancia
de bactérias afiliadas a Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus amylolyticus e Bifidobacterium
thermophilum, que s&o bactérias de &acido lactico termofilicas (BOHAK et al., 1998;
GRATTEPANCHE; LACROIX, 2013), sugere sua correlagdo com a alta producao de lactato
da vinhaga (Figura 14b e 14d). Os resultados das andlises metatranscriptdbmicas também
mostraram que Pectinatus e Prevotella foram responsaveis pelo consumo de glicerol e reacdes
de degradacdo inicial (MOTA et al., [s.d.]). A maior abundancia dessas bactérias no U30 em
comparagdo com o U55 poderia explicar a melhor remocéo de glicerol da vinhaca sob condicdes
mesofilicas (Tabela 11).

A producdo bem-sucedida de bioH; obtida em pH abaixo de 3,0 usando efluente a base
de sacarose ndo se sustentou quando um substrato mais complexo foi usado como alimentacgéo
e 0 pH aumentou naturalmente para valores acima de 4,0, assim como foi observado na
fermentacao de soro de queijo sem ajuste de pH (Capitulo 9). Isso pode ser atribuido & mudanca
na comunidade microbiana de bactérias ndo homoacetogénicas e produtoras de hidrogénio
(relacionadas a Etanoligenens e C. acidisoli) para produtoras de propionato (Pectinatus),
produtoras de lactato (Lactobacillus e Bifidobacterium) e outras bactérias ndo hidrogenogénicas
(Megasphaera e Prevotella), bem como bactérias homoacetogénicas potenciais (dentro do
género Clostridium). Também é importante ressaltar que, @ medida que a fragdo da vinhacga na

alimentacdo aumentava, alguns compostos fendlicos criticos, como o fenol e as melonoidinas,
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também aumentavam. Esses compostos apresentam caracteristicas antioxidantes, e sua
presenca pode gerar toxicidade as popula¢es microbianas em reatores bioldgicos cientificos
no tratamento da vinhaca e reduzir ou mesmo inibir a atividade microbiana no solo e/ou
ambientes aquaticos (FUESS e GARCIA, 2014).

10.3 Comparacdo do processamento do soro de queijo com o processamento da vinhaca de

cana-de-acgucar sem ajuste de pH: conclus@es gerais

Conforme a sacarose foi substituida gradativamente por substratos mais complexos
(soro de queijo e vinhaca de cana-de-agUcar) houve uma queda na producdo de bioH:
concomitante e proporcional a fracdo destes substratos na alimentacdo. Diante dos resultados
obtidos, acredita-se que um pH abaixo de 3,0 é crucial para que a producdo de bioH ocorra
sem a adicdo de alcalinizantes no sistema. E importante destacar que por serem substratos
complexos, o soro e principalmente a vinhaca possuem alguns componentes criticos para a
producdo de H> em sua composi¢do (alta concentracdo de proteinas, fenol, sulfato e
melanoidinas), no entanto, acredita-se que este ndo foi o principal fator limitante para a
producdo de H> devido ao fato de que diversos estudos relatam a producéo de bioHz por meio
da fermentacdo escura destes substratos. Conforme a sacarose era substituida tanto por soro
quanto por vinhaca também houve um aumento no pH de valores abaixo de 3,0 para valores
acima de 3,5 em todos os reatores avaliados, 0 que corrobora tais conclusdes.

Em relacdo aos metabolitos sollveis, pode-se afirmar que uma concentracdo
consideravel de acido acético, lactico e etanol foi observada em todos os reatores operados com
sacarose na condicdo mesofilica, em ambos os estudos. O reator UASB operado no
processamento da vinhaca com sacarose em condicdo termofilica (U55) apresentou uma
concentracdo mais baixa de todos 0s AO e solventes. Conforme a sacarose foi substituida pelo
soro ou pela vinhaca, os principais metabdlitos observados em ambos os estudos foram o acido
acetico, butirico e propidnico. O reator UASB operado com vinhaga em condicao termofilica
(U55) ndo produziu acido lactico, no entanto, o acido valérico foi observado apenas neste reator.
Os reatores operados com soro de queijo apresentaram maior concentra¢do de etanol, j& os
reatores aperados com vinhaca de cana-de-agUcar apresentaram uma concentracdo quase nula
deste metabolito. Uma concentracdo de AO e solventes muito mais alta foi obtida para os
reatores operados apenas com soro de queijo, sem adaptacdo da biomassa (Etapa 2 — So) e 0s

principais acidos produzidos foram o acido acético e principalmente o acido lactico, no entanto,
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é importante destacar que COVs mais altas tambem foram utilizadas para estes reatores. Ambos
0s substratos apresentaram potencial para a producdo de AO e solventes com um grau de
acidificacdo médio ao redor de 40%, com excecéo do reator UASB (U55) avaliado com vinhaca
em condicdo termofilica que apresentou resultados inferiores, ao redor de 25%.

Uma diferenca na comunidade microbiana foi observada de forma similar nos dois
estudos. De modo geral, foram observados microrganismos produtores de H» para todos os
reatores alimentados com sacarose e microrganismos nao produtores para todos os reatores
alimentados com soro de queijo e vinhaca de cana-de-agucar. Os principais produtores de
hidrogénio encontrados em ambos os estudos foram bactérias afiliadas a Ethanoligenens e
Clostridium sensu stricto 12. Os reatores alimentados com soro de queijo apresentaram uma
alta abundancia de néo produtores de H> tais como Prevotella, Lactobacillus, Bifidobacterium
e Selenomomas, no entanto, a alimentacéo inicial com sacarose empregada na Etapa 3 — S
(adaptacéo) + So (operacdo) reduziu a presenca de Lactobacillus ao final da operacdo quando
comparado a Etapa 2 — So, na qual apenas o soro foi utilizado como substrato. Os
microrganismos Prevotella e Lactobacillus também foram encontrados nos reatores
alimentados com vinhaca, além de Megasphaera, Pectinatus e Clostridium sensu stricto 11.

Resumidamente, pode-se afirmar que melhor desempenho na producéo de H> foi obtido
para o reator UASB operado em condicdo mesofilica com sacarose em uma condi¢do de pH
abaixo de 3,0. Maior diversidade de AO e solventes foi observada para os reatores operados
com substratos complexos (soro de queijo e vinhaca de cana-de-aglcar) nos quais foi
empregada a estratégia de adaptacdo da biomassa com sacarose. Os reatores operados apenas
com soro de queijo, sem adaptacéo de biomassa apresentaram uma menor diversidade de AQ,
porém altas concentracdes de &cido acético e principalmente acido lactico foram obtidas. Além
de um aumento natural do pH conforme a sacarose era substituida pelos outros substratos (soro
e vinhaca) também foi observada uma clara mudanca na comunidade microbiana de

microrganismos produtores de H, para microrganismos ndo produtores.

10.4 Conclusdes

A novidade deste estudo reside no fato de que foi possivel obter produtos de interesse
mesmo sem a adicéo de alcalinizantes ou qualquer outro tipo de controle de pH, e uma vez que
a fermentacdo escura geralmente é estudada sob valores de pH mais elevados do que a faixa

observada neste estudo isso € muito vantajoso. Uma alta PVH foi obtida durante a fase de
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alimentacdo com sacarose com respectivos valores médios de 3174 + 961 e 1124 + 634 mL H»
Lt d! para 0 U30 e 0 U55. Ja a aplicagdo de vinhaca afetou negativamente a producéo de H.
em baixos pHs. Um efeito positivo foi observado para a producdo de &cidos organicos,
resultando em uma boa acidificacao do efluente, com rendimentos médios de 376 £ 52 e 248 +
122 mg DQOao g * DQOty, € produtividade de 17396 + 5220 e 14024 + 1642 mg DQOpo Lt
d%, para 0 U30 e o U55, respectivamente. Um pH abaixo de 3,0 pareceu ser um fator crucial
para a producdo de bioH> sem ajuste de pH, uma vez que foi observada uma mudanca na
estrutura da comunidade microbiana. Quando a sacarose foi usada (pH <3,0), Etanoligenens,
Clostridium sensu stricto 12 e Liquorilactobacillus estavam presentes. Por outro lado, quando
se utilizou vinhaca (pH> 4,0), foram encontrados Prevotella, Megasphaera, Pectinatus,
Clostridium sensu stricto 11 e Lactobacillus. Um alto grau de conversdo de carboidratos e
glicerol, concomitante a uma producéo relevante de acidos organicos foi observado quando
apenas a vinhaca era o substrato de alimentacéo. Tais resultados mostram que a estratégia de
alimentar inicialmente os reatores com agua residuaria a base de sacarose, € promissora para
efluentes reais. Esta estratégia favoreceu um microbioma adequado para a obtenc¢éo de produtos
de valor agregado a partir da vinhaca da cana-de-acUcar, sem a necessidade de qualquer adigédo

de tamponamento ou pré-tratamento do lodo.
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11 PRODUCAO DE ACIDOS ORGANICOS A PARTIR DA FERMENTACAO
ESCURA DE AGUA RESIDUARIA RICA EM PROTEINA: EFLUENTE DO
COZIMENTO DE ATUM EM CONSERVA*

Este estudo teve como objetivos especificos (i) avaliar o potencial de producéo de &cidos
organicos (AQ) a partir da fermentacdo de cultura anaerdbia mista em um reator de mistura de
um substrato real rico em proteina: agua residuaria de cozimento de atum em conserva
(ARCAC); (ii) analisar diferentes estratégias/rotinas operacionais para maior producédo de AO,;
(iii) buscar seletividade direcionando a producdo de AO a produtos desejados por meio de
estratégias operacionais adequadas e (vi) ajudar a suprir uma lacuna atual existente de
conhecimento cientifico relativo a producdo de AO a partir da degradacdo de proteinas em

processos de fermentacdo escura usando culturas mistas de microrganismos.
11.2 Material e métodos
11.2.1 Caracterizacdo do substrato

O substrato escolhido para este estudo foi uma agua residuaria de cozimento de atum da
fabrica de conservas Atunlo, localizada em O Grove, Espanha. O efluente foi coletado
diretamente de um tanque de armazenamento, homogeneizado a 65-70 °C apds passar por um
processo fisico (flotacdo) de retirada de gordura. Na data da coleta, o principal tipo de atum
processado era o Listado. A caracterizagcdo completa do substrato, incluindo a composicao de

aminoacidos (AA), é apresentada respectivamente na Figura 18 e na Tabela 14.

“Esta etapa do trabalho encontra-se presente no artigo Exploring the valorization of wastewater from
canning industry into volatile fatty acids by anaerobic mixed culture fermentation (em elabora¢éo).
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Tabela 14 — Caracterizacdo do efluente de cozimento de atum em conserva.

Pardmetros Média +
pH 6,13 0,05
Condutividade (mS cm™) 15,63 2,32
DQO total (g L) 15,08 0,18
DQO soldvel (g L) 13,28 0,20
Amonio (mg N-NH.4* L) 186,77 103,20
SST (g LY 1,32 0,02
SSF (g L) 0,00 0,00
SSV (g LY 1,32 0,02
ST (gL 21,20 0,55
SFT (g LY 9,56 0,61
SVT (g LY 11,65 0,78
Proteinas totais (g L ™) 7,59 0,29
Carboidratos totais (mg L) 94,38 20,14
NTK (g LY 3,01 0,01
Acido acético (g L?) 0,39 0,05
Acido propidnico (g LY 0,08 0,02
Acido isobutirico (g L) 0,03 0,01
Acido butirico (g L) 0,06 0,02
Acido isovalérico (g L) 0,03 0,01
Acido valérico (g L) 0,00 0,00
Acido isocaproico (g LY 0,07 0,01
Acido caproéico (g L) 0,00 0,00
Acido n-heptanoéico (g L) 0,00 0,00
Li* (mg L) 0,00 0,00
Na* (mg L) 2571,75 269,11
K* (mg L) 344,58 181,88
Mg?* (mg L) 756,89 25,67
Ca*(mg L) 87,45 22,33
CI-(mg L) 49,47 20,20
NO2 (mg L) 4271,97 140,01
Br(mgL?) 0,00 0,00
NOs (mg L%) 10,13 2,82
PO/ (mg L) 0,00 0,00
SO (mg L) 855,33 63,20
Glicose (g L) 111,24 6,49
Glicerol (g L) 0,00 0,00
Acido lactico (g L) 2,10 0,06
Acido férmico (g L?) 0,00 0,00
Etanol (g L?) 0,00 0,00
Salinidade (g NaCl L) 7,00 - 9,50 0,00

Fonte: Elaborada pela autora.
Siglas: DQO — demanda quimica de oxigénio; SSF- sélidos em suspensdo fixos; SST - sélidos em
suspensdo totais; SSV - sélidos em suspensao volateis; ST- sélidos totais; SFT- sdlidos fixos totais;
SVT - s6lidos volateis totais.
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Figura 18 - Composicdo de aminoacidos da dgua residuéria de cozimento de atum em

conserva.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Siglas: Asp — Acido Aspartico; Ser - Serina; Glu — Acido Glutamico; Gli - Glicina; His - Histidina; Tau
- Taurina; Arg - Arginina; Tre — Treonina; Ala - Alanina; Pro - Prolina; Cis - Cisteina; Tir - Tirosina;
Val - Valina; Met - Metionina; Lis - Lisina; Isoleu - Isoleucina; Leu - Leucina; Fen - Fenilalanina.

Como esperado, foram encontradas grandes fracdes dos AA glicina, prolina e alanina,
AA que compbem o colageno (Figura 18), uma das principais proteinas animais que esta em
alta concentragdo no atum. O substrato apresentou DQO total de 15,08 + 0,18 g L, alta
concentracdo de acido lactico de 2,10 + 0,06 g L™ e era composto praticamente apenas por
proteina (7,59 + 0,29 g L1). Sua concentracio de carboidratos totais era extremamente baixa
(94,38 + 20,14 mg L) e o efluente passou por um por um processo de pré-tratamento para a
retirada de gordura. A concentragio medida de NTK de 3,01 + 0,01 g L confirma a alta
concentracdo de proteina. O substrato também possuia uma salinidade consideravel de 7,00 -
9,50 g NaCl L (Tabela 14).

Um teste de potencial bioquimico de metano (PBM — Biomethane Potential) foi
realizado para este substrato conforme protocolo descrito por Holliger et al. (2016). Foram
utilizados frascos de 0,5 L de volume total (0,375 L de volume de trabalho) com rolhas de
borracha. Os frascos foram previamente inoculados com biomassa anaerdbia de um reator
mesofilico alimentado com lodo de esgoto. Os volumes foram selecionados de acordo com as
concentragdes de SVT]| presentes no indculo (10,5 g SVT L) e substrato (11 g SVT L) a fim

de atingir razdes indculo-substrato (ISR - inoculum to substrate ratio) ndo inibitérias de 2 e 4.
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Um ensaio em branco (somente indculo) também foi incluido para monitorar a produgdo de
biogas residual do in6culo. Os testes foram conduzidos por triplicatas a 37,5°C em um agitador

orbital por 16 dias. Producéo e composicéo do biogas foram monitoradas diariamente.

11.2.2 Configuracdo do experimento, condigdes operacionais e procedimento de inoculacéo

Um reator de mistura alimentado com ARCAC com um volume util de 1 L foi operado
durante 281 dias sob condicdo mesofilica (371 °C). Um analisador multiparameétrico
(CHEMITEC, Itélia), conectado a sondas Hamilton, foi usado para monitorar continuamente o
pH e controlé-lo por meio da adi¢do de HCI (6 M) ou NaOH (0,25 M). A mistura da fase liquida

foi fornecida por agitadores magnéticos ajustados a aproximadamente 200 rpm (Figura 19).

Figura 19 - Diagrama esquemaético do reator de mistura utilizado para processamento da dgua
residuaria de cozimento de atum em conserva.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Vérias condi¢des de operacdo foram analisadas para a obtencdo de melhores resultados
de acidificacdo deste tipo de efluente e cada etapa é apresentada de forma resumida na Tabela

15 com suas respectivas condi¢es operacionais.
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Com base no estudo de Regueira et al. (2019), o pH foi inicialmente estabelecido em
7,0 com o intuito de promover maior conversdo do substrato e consequentemente, maior
producdo de AO. Nas etapas seguintes, o pH foi baixado para 5,5 e 4,5 respectivamente para
que a producéo de AO pudesse ser dirigida a acido butirico e consequentemente acido capraico,
jaque a ARCAC apresentou alta concentracéo de acido lactico em sua caracterizagdo. Além do
rendimento de n-butirato poder triplicar quando o pH muda de 6,0 a 4,5 (REGUEIRA et al.,
2019), o lactato € um composto reduzido, rico em energia, que pode fornecer o acetil-CoA
necessario para a producédo de butirato por meio do alongamento da cadeia e as enzimas que
catalisam a producéo de butirato ttm fung@o na hexanoil-CoA para a formacéo de caproato
(ANGENENT et al., 2016; ZHU et al., 2015). Valores de pH acima de 7,0 ndo foram avaliados
neste estudo pois Bevilacqua et al. (2021) observaram que a conversdao da gelatina foi
fortemente prejudicada em pH 9,0 (<20%), e a gelatina apresenta composicdo de AA
semelhante ao substrato utilizado neste estudo.

O tempo de detengdo hidraulica (TDH) foi inicialmente estabelecido em 4 dias
correspondendo a uma carga organica volumétrica (COV) de 3,75 g DQO L1 d. para que ndo
houvesse sobrecarga do sistema, causando prejuizo na degradacdo das proteinas, que sdo o
principal componente do substrato avaliado. Na proxima etapa o TDH foi baixado para 3 dias
correspondendo a uma COV 5 g DQO L d?. TDHs abaixo de 3 dias ndo foram avaliados
devido ao fato de que a fermentacdo de proteinas parece ser particularmente afetada por baixos
TDHs, pois a hidrolise consiste em uma etapa limitante do processo (KHANAL, 2008). A faixa
de TDH e COV deste estudo foi estabelecida visando promover a inibicdo e eliminacdo da
biomassa metanogénica que pode prevalecer em baixas COVs e altos TDHs levando a uma
perda parcial dos AO produzidos devido a metanizacdo. Tais condi¢cdes também foram
estabelecidas para favorecer o desenvolvimento de uma comunidade microbiana apenas

acidogénica.

Tabela 15 — Etapas do estudo conduzido com agua residuaria de cozimento de atum em
conserva e suas respectivas condi¢oes operacionais.

Etapas Periodo (d) pH TDH(d) COV (gDQO L!d?
1 1-67 7 4 3,75
2 69-183 7 3 5
3 182-242 55 3 5
4 243-281 45 3 5

Fonte: Elaborada pela autora.
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O procedimento de inoculagéo foi conduzido com 500 mL de efluente de um reator de
mistura alimentado com efluente sintético a base de proteina com sal adicionado em uma
concentracéo de 20 g L junto com 500 mL de efluente de um reator anaerdbio tratando efluente
de atum enlatado com mexilhdes, totalizando uma mistura de 1 L com concentracéo aproximada
de 1,32 g SSV L. O in6culo foi selecionado pelo fato de ambos os reatores possuirem biomassa
adaptada a efluentes com alta concentracdo de proteinas e alta salinidade e ter como um dos

principais objetivos a producdo de AO.

11.2.3 Métodos analiticos

As concentracdes de Nitrogénio Amonio Total (NAT) e AO foram determinadas duas
vezes por semana para o efluente e uma vez por semana para o afluente, enquanto a DQO total
e solavel, concentracdes de sélidos, acido formico, acido lactico, glicose, glicerol e o etanol
foram medidos uma vez por semana para ambos 0s pontos.

Os parametros fisico-quimicos convencionais foram determinados de acordo com o
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA; AWWA; WEF,
2012). Todas as medidas espectrofotométricas foram realizadas com um Shimazdu UV-1800.
Os AO foram medidos por cromatografia gasosa (método AGV-DB1). O equipamento utilizado
foi um Agilent 6850 com detector de ionizacdo de chama (FID). A coluna utilizada foi uma
DB-Wax, da Agilent Technologies (30 m x 0,250 mm x 0,25 mm). O injetor tinha uma
temperatura de 200 °C enquanto o detector foi ajustado para 300 °C. O gas de arraste era o
nitrogénio. Acido férmico, acido lactico, glicose, glicerol e etanol foram medidos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography - HPLC)
(método GLEFG1) com um HP 1100 equipado com um detector IR HP1047A. A coluna usada
como um AMINEX HPX-87H (300 x 7,8 mm) usando H2SOs (5 mM) como um eluente
isocratico. A temperatura definida para a coluna foi de 30°C, enquanto para o detector foi de
35°C. A composicao do gas foi determinada por cromatografia gasosa com um HP 5890 Series
I1. Seringas de gas de 1 mL foram utilizadas para extrair as amostras gasosas através de septos
de borracha de silicone fixados nos tubos de saida de gas dos reatores. Para a determinacao de
aminoacidos (AA) total, as amostras foram submetidas a hidrélise acida por 24 h a 110 °C
usando HCI 6 N. Em seguida, o método AccQ-Tag foi usado para converté-las em derivados
fluorescentes estaveis (COHEN; DEANTONIS e MICHAUD, 1993) que foram finalmente

analisados por HPLC Waters 2695 equipado com um detector de fluorescéncia (Waters 2475).
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11.2.4 Célculos

O balango de matéria organica (em g L) foi calculado pela Eq. 13.

DQOar = DQOAao + DQOoutrospsk + DQOssv + DQObiogas + DQOsol Eq. 13

Em que DQOxr € a DQO total no fluxo de alimentagdo; DQOAao representa a DQO total
equivalente de AO; DQOoutrosesr representa a DQO equivalente de outros produtos soltveis da
fermentag&o tais como etanol e acido lactico; DQOssv € a DQO equivalente da biomassa de
lavagem (1,42 g DQO g SSV?1); DQOwiosas representa a DQO equivalente a producéo de biogas
que foi determinada por meio de calculos estequiométricos e da diferenca de DQO afluente e
efluente ao reator; e DQOsol representa a DQO soluvel ndo convertida (DQO recalcitrante).

O grau de acidificacdo e amonificacédo (%) dos reatores foram calculados com base nas

respectivas equacdes seguintes (Eq. 14 e 15).

e oy _ 2DQ0a0
Grau de acidificacao (%) “Dqoy X 100 Eq. 14
Grau de amonificacéo (%) = CNQL_CNAT“ X 100 Eq. 15

NATmaxima

Em que CnaTaf € a concentragdo de nitrogénio aménio (mg N-NH4* L1 medido na
alimentacdo do reator. Cnater € a concentragdo de nitrogénio amoénio (mg N-NH4* L) medida
no efluente do reator e Cnatmaxima € @ concentracdo maxima de nitrogénio aménio (mg N-NH4*
L") alcancada se a degradagdo completa das proteinas ocorresse. A CnaTtmaxima fOi estimada
baseada na medida de Nitrogénio Total Kjeldahl (NTK) na alimentacéo do reator.

O potencial bioguimico metano (PBM) foi calculado com base na Eq. 16

DQOcH,
DQOsubstrato

Degradagéo (%) = Eqg. 16

Em que DQOcy, corresponde ao metano produzido e DQOgypstrato @ CONCENtracado de

substrato adicionado aos ensaios, ambos em termos de DQO.

11.3 Resultados e discussoes
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11.3.1 Teste de potencial biogquimico de metano (PBM)

Os resultados do teste de potencial bioquimico de metano (PBM) sdo apresentados na
Figura 20. Os resultados médios de uma degradacdo de 86% para uma ISR de 2 e 81% para

uma ISR de 4, indicaram uma alta biodegradabilidade e alto potencial para a produgédo de AO.

Figura 20 — Resultados do teste de potencial bioquimico de metano (PBM) para a agua
residuaria de cozimento de atum em conserva.
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Fonte: Elaborada pela autora.

11.3.2 Operagdo do reator

A concentracdo de biomassa apresentou-se constante em todas as etapas do estudo com
um valor de 1,3 g SSV L7, tanto na entrada quanto na saida do reator. Tais valores
apresentaram-se abaixo dos valores relatados por Omil; Méndez e Lema (1996), uma
concentragéo de 3,6 g SSV L™ para efluente de cozimento de atum, no entanto foram préximos
aos valores apresentados por Veiga; Méndez e Lema (1994), uma faixa de 1,0-0,3 g SSV L*
para 0 mesmo tipo de efluente. Bermudez-Penabad; Kennes e Veiga (2017) obtiveram o maior
rendimento de acidos graxos volateis (AGV) para 0 ensaio com a menor porcentagem de
sélidos. Segundo os autores uma alta concentragdo de AGV (47,80 g DQO L) nos ensaios com
maior concentracdo de solidos totais pode ter inibido o processo acidogénico. Durante o
processo de digestdo anaerdbia, os residuos solidos sdo transformados em compostos organicos
soluveis (DQOs), que consistem em AGV e em menor extensdo em outros compostos de baixo

peso molecular. Portanto, a baixa concentracdo de SSV observada ao longo de toda a operacao
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pode ter contribuido para a obtencéo dos altos valores de acidificacdo que serdo apresentados

logo a sequir.

Figura 21 — Valores de DQO no reator utilizado para processamento da agua residuéria de
cozimento de atum em conserva>.

20
18

TDH = 4d
pH=7,0

TDH = 3d
pH =7,0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
Periodo de operagéo (d)

—e— Afluente total —e— Efluente total ==X==A0 efluente

Fonte: Elaborada pela autora.
Siglas: TDH — tempo de detencéo hidraulica; AO — &cidos organicos.

Com respeito ao balango de massa global (BMG), a relacdo entre a DQO total estimada
e a DQO total medida levou a um valor médio de 81%. Na primeira etapa, quando o TDH era
de 4 dias, a metanizacdo foi confirmada pela analise da composic¢do do gas do volume do
headspace do reator, o que pode explicar parte da “perda” de DQO observada na primeira etapa.
A partir do momento em que o TDH foi reduzido para 3 dias, nenhuma concentracédo de metano
ou H: foi detectada. Ainda sim, essa “perda” de DQO pode ser atribuida a producdo de CO>
que foi detectado ao logo de toda a operagdo em concentragdes variando de 12-35% e também
existe a hipotese de que pode ter havido producdo de H.. A producdo de Hy € prevista em
reatores acidogénicos e foi estimada neste estudo por meio de célculos estequiométricos do
balanco de DQO entre o substrato de alimentacdo e produtos presentes no efluente, e apesar
deste ndo ter sido detectado no headspace poderia estar solubilizado no efluente. A
concentragdo considerdvel de &cido lactico no substrato de alimentagcdo também corrobora com
a hipotese de producdo de Ho, uma vez que hd uma via na qual ocorre a oxidagao anaerdbia de
lactato em acetato, Hz e CO, que leva a sintese de ATP (Reacdo 14) (ZHU et al., 2015). E

5A primeira linha pontilhada separa o periodo de adaptacéo do reator durante a inoculagdo do restante
da operacdo
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importante também destacar que cerca de 10% da DQO consumida pode ser atribuida a
crescimento de biomassa. Outros autores também observaram esta “perda” de DQO de cerca
de 20% ou até mais em reatores acidogénicos operados com aguas residuarias reais. Fuess et
al. (2016) relataram um valor médio de BMG de 83% enquanto Ferraz Janior et al. (2014) e

Ferraz Junior; Etchebehere; Zaiat (2015a) obtiveram valores de 66—79%.
CH3CHOHCOO™ + H,O — CH3COO" + 2H> + CO2 Reacéo 14
11.3.3 Influéncia do TDH e pH no grau de acidificagdo e amonificagéo

O reator apresentou grau de amonificacdo médio de 64 + 5% e grau de acidificacdo de
63 + 7% para a primeira etapa (Figura 22), quando o TDH era de 4 dias. Na segunda etapa,
quando o TDH foi reduzido para 3 dias, o grau médio de amonificacéo caiu para 58 + 6% e 0
grau de acidificacdo para 55 *+ 6%. Esses resultados foram extremamente positivos, uma vez
que Bevilacqua et al. (2020) obtiveram um grau maximo de acidificacdo de 40% em um reator
continuo operado com gelatina, um substrato com composicao de AA semelhante ao utilizado
neste estudo. Em contrapartida, dados da literatura indicam maior acidificacdo da gelatina (50
— 78 %) independentemente do TDH aplicado (BREURE; MOOIJMAN e VAN ANDEL, 1986;
BREURE e VAN ANDEL, 1984; YU; FANG, 2003). Kim et al. (2020) relataram uma remogao
média de 91,3% de proteina da gelatina a partir da acidogénese. Esta diferenca nas eficiéncias
de conversdo observada por Bevilacqua et al. (2020) foi atribuida a uma série de fatores (por
exemplo, composicdo da proteina, tipo de indculo), e principalmente a falta de alguns
micronutrientes, o que nao foi um problema neste estudo, ja que um efluente real, rico em
nutrientes, foi utilizado.

Diferente do que é relatado por alguns autores (BERMUDEZ-PENABAD; KENNES e
VEIGA, 2017; OMIL; MENDEZ e LEMA, 1996; SOTO; MENDEZ e LEMA, 1991; VEIGA;
MENDEZ e LEMA, 1994), o alto grau de amonificacio obtido neste estudo, que gerou
concentragdes de amonio de até 2,4 g N-NH4* L™ no reator, ndo prejudicou a conversdo do
substrato e consequentemente a producdo de AO devido a inibicdo. A amdnia é produzida por
meio da degradacdo biologica da matéria nitrogenada, que esta presente principalmente na
forma de proteinas e ureia (KAYHANIAN, 1999; OMIL; MENDEZ e LEMA, 1996). Veiga;
Méndez e Lema (1994) observaram uma queda na concentragdo de &cido acético em um reator

de filme fixo estacionario de fluxo descendente — downflow stationary fixed film (DSFF) -
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tratando agua de cozimento de atum e os autores acreditam que isso pode ser explicado por uma
inibicdo temporéaria das arqueias metanogénicas acetoclasticas na presenca de altas
concentracdes de amonia, oriundas da degradacdo de proteinas. Tal inibicdo também foi
observada por Soto; Méndez e Lema (1991) em um estudo sobre biodegradabilidade e
toxicidade no tratamento anaerdbio de aguas residuérias de conservas de peixes. Bermudez-
Penabad; Kennes e Veiga (2017) afirmam que o alto teor de nitrogénio dos residuos de atum
pode ser um importante fator inibitorio para a digestdo anaerdbia.

Os resultados publicados na literatura sobre a inibicdo causada por substancias toxicas
especificas como aménia, variam amplamente devido a diversos fatores, como o tipo de
indculo, composicio de residuos e condigbes operacionais (CADAVID-RODRIGUEZ;
VARGAS-MUNOZ e PLACIDO, 2019; CAPSON-TOQJO et al., 2020; JIANG et al., 2019; SHI
et al., 2017; YENIGUN e DEMIREL, 2013). Apesar da altas concentraces de amonia
apresentarem um efeito inibitério na digestdo anaerdbia, podem ser vantajosas quando o
objetivo é a producgdo de AO, pois a atividade metanogénica reduzida normalmente resulta no
acumulo de compostos intermediarios, como AO, uma vez que o declinio na atividade das
bactérias fermentativas ndo ocorre na mesma extensdo. Estudos relatam que o excesso de
amonia causou inibi¢cdo na metanogénese resultando em um acimulo de AO (ANGELIDAKI,
ELLEGAARD e AHRING, 1999; CADAVID-RODRIGUEZ; VARGAS-MUNOZ e
PLACIDO, 2019; NIU et al., 2013; SHI etal., 2017). Os altos graus de acidificacio observados
neste estudo (valores acima de 55%) sempre concomitantes a maiores graus de amonificacdo
(valores acima de 58%) indicam que o acimulo de AO neste estudo também esteve relacionado
a altas concentracOes de amonia.

Na préxima etapa, na qual o pH foi baixado para 5,5, houve diminui¢do do grau de
amonificacdo e acidificacdo, os quais apresentaram respectivos valores médios de 42 + 10 e 30
+ 4% (Figura 22). Na etapa seguinte, quando o pH era de 4,5, a conversao do substrato foi ainda
mais prejudicada, pois o reator apresentou grau de amonificagéo de 32 £ 1,5% e de acidficacdo
de 28 + 2%. Esses resultados foram consistentes com os resultados apresentados por Bevilacqua
et al. (2021), os autores obtiveram os maiores graus de acidificacdo em pH 7,0 (40-50%),
independentemente da diferenca no perfil de AA, enquanto os valores de pH 5,0 afetaram
negativamente a conversao de proteinas em AGV (20 - 30%). Regueira et al. (2019) também
afirma que a conversao de proteinas atinge seu maximo em valor de pH 7,0, variando de 85%
a 94%.
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Figura 22 — Grau de amonificacéo e acidificacdo no reator utilizado para processamento da
agua residuaria de cozimento de atum em conserva®.
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Bermuldez-Penabad; Kennes e Veiga (2017) também observaram uma queda na
producdo de AGV a partir da digestdo em batelada de residuos de atum em um pH de 5,0. No
dia 39, a fermentacdo atingiu o estado estacionario e a concentracdo final de AGV total
diminuiu de acordo com a seguinte tendéncia de pH: 8> 9> 7> 10> 6> 5> branco. A méaxima
producdo de AGV de 30,611 mg DQO L™ foi atingida apds 32 dias de digestdo acidogénica em
um pH 8,0 e apresentou concentracdes trés vezes maiores do que as obtidas para o pH mais
baixo testado, ou seja, 5,0. Outros autores também observaram graus de acidificacdo mais
baixos em condi¢des acidas (<5,5) (BREURE e VAN ANDEL, 1984; YU e FANG, 2003).

No estudo conduzido por Yu e Fang (2003) a eficiéncia de degradacdo (60% a 97,5%)
e grau de acidificacdo (32% a 72%) da gelatina aumentaram substancialmente ao elevar o pH
de 4,0 para 6,5. Os autores afirmam que a acidogénese da gelatina foi mais sensivel na faixa de
pH mais baixa (4,0 a 5,0), o que pode ser devido as atividades enzimaticas limitadas para
hidrolise e fermentacdo do substrato nessas condigdes. Tais limitagdes na hidrolise e
fermentagdo do substrato também foram observadas neste estudo conforme o pH foi diminuido.
Uma queda nos resultados de amonificagdo de valores em torno de 60% para valores em torno
de 40% para pH 5,5 e 30% para pH 4,5 indicam isso. A diminui¢do do TDH de 4 para 3 dias,

por outro lado, ndo causou um prejuizo significativo na conversao do substrato ou producéo de

®A primeira linha pontilhada separa o periodo de adaptacgéo do reator durante a inoculagdo do restante
da operacdo
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AO, uma vez que o grau de amonificagdo diminuiu de uma faixa de 65% para 60% e o grau de
acidificacdo caiu de uma faixa de 60% para 55%.

11.3.4 Influéncia do TDH e pH no espectro de produtos

Em todas as etapas operacionais, o reator apresentou maior concentragao (Figura 23) e
fracdo (Figura 24) de 4cido acético, com uma concentracio que variou de 1,52 g L™*(TDH de 3
dias e pH 5,5) a 4,6 g L™* (TDH de 4 dias e pH 7,0) e fracdo média que variou de 55,4 + 5%
(TDH de 3 dias e pH 5,5) a 68,8 + 3,4% (TDH de 4 dias e pH 7,0). Os &cidos propibnico e
butirico apresentaram uma fracdo muito proxima entre si (valores médios entre 10-17%) dos
acidos obtidos em todas as etapas. Portanto, ambos podem ser considerados como o segundo
produto principal para todas as condi¢des avaliadas, com excec¢do da condicdo de TDH de 3
dias e pH 7,0, na qual a fragdo média de acido propiodnico foi de 17,6 £+ 3,9% e a fracdo média
de &cido butirico correspondeu a 10,6 + 2,5% (Figura 24).

Os acidos isobutirico, isovalérico, n-valérico e isocaproico foram produtos secundarios
responsaveis por menos de 10% da porcentagem molar total de AO. No estudo conduzido por
Bevilacqua et al., (2020), que avaliaram a produgdo de AGV com caseina e gelatina também
foi observada uma predominancia pelo &cido acético, no entanto, os espectros do produto foram
diferentes, com &acido n-butirico como o segundo produto principal para caseina e acido
propiénico para gelatina, além de mais produtos reduzidos em detrimento do 4cido acético
obtidos da caseina do que da gelatina. Os autores afirmam que grande proporcéo de glicina na
gelatina, um precursor do &acido acético, é provavelmente responsavel pelo predominio desse
acido em todos os testes de gelatina. A glicina é reduzida a acetato (REGUEIRA et al., 2019) e
este foi o principal AA presente na ARCAC avaliada neste estudo, correspondendo a uma
fracdo média de 20,7 £ 1% (Figura 18). Isto pode explicar a alta fracdo de acido acético (>55%
para todas as condi¢fes avaliadas) observada também neste estudo, além de uma menor
variacao no espectro de AO (Figura 24).

Tal predominancia de acido acético obtida para este estudo também foi observada em
outros estudos conduzidos com substratos similares. Os principais produtos da fermentagéo
continua da gelatina por cultura mista anaerobia obtidos no estudo conduzido por Breure e Van
Andel (1984) foram acetato, propionato e valerato, e pequenas quantidades de outros AGV. O
acido acético foi de longe o acido majoritario em todos os valores de pH (5,0 a 10,0) estudados

por Bermudez-Penabad; Kennes e Veiga (2017) para a digestdo anaerdbia de residuo de atum,
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com um valor méximo de 60% do total de AGV em pH 8,0. Veiga; Méndez e Lema (1994)
também relatam o &cido acético como o principal AGV produzido em um reator DSFF tratando
agua de cozimento de atum. No estudo conduzido por Yu e Fang (2003) o acetato foi o principal
AGV, em uma faixa de 20 a 27%, com um valor médio de 24% a partir de um efluente sintético
a base de gelatina. Apesar de tais estudos nao terem apresentado uma anélise dos AA para a
caracterizacdo dos substratos utilizados, sua composicdo semelhante ao substrato utilizado
neste estudo conhecidos por suas altas concentracdes de glicina corrobora este AA como

possivel responsavel pela alta producéo de &cido acético obtida neste estudo.

Figura 23 — Concentracdo de AO no reator utilizado para processamento da agua residuaria de

cozimento de atum em conserva’.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Siglas: TDH — tempo de detengdo hidraulica; AO — &cidos orgénicos; HAc — acido acético; HPr — &cido
propibnico; iHBu — &cido isobutirico; HBu — &cido butirico; HVa — &cido valérico; iHVa — acido
isovalérico; iHCa — &cido isocapréico.

Um aumento na fracdo média de &cido propidnico de 10,8 + 1,6% para um TDH de 4
dias e pH 7,0 para uma fracdo média de 17,6 £ 3,9% para um TDH de 3 dias e pH 7,0 indica
que o TDH foi o parametro que teve maior influéncia na producéo deste acido (Figura 24).
Quando o TDH foi mantido em 3 dias e o pH foi alterado para 5,5 e 4,5, 0 acido propidnico se
manteve em uma fracdo em torno de 17%. Esta diminui¢cdo do TDH também influenciou na

concentracéo do acido propidnico que apresentou valores sempre abaixo de 0,9 g L™ para um

A primeira linha pontilhada separa o periodo de adaptacéo do reator durante a inoculagdo do restante
da operacdo
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TDH de 4 dias, ja para um TDH de 3 dias foi observada uma concentragdo média de 1,1 g L™*
com valor maximo de até 1,74 g L™ mesmo com o mesmo valor de pH (7,0) (Figura 23). Ao
diminuir o TDH de 4 para 3 dias houve um consequente aumento na COV de 3,75 para 5 g
DQO L1 d?, que pode ter sido na verdade o principal fator que influenciou em uma maior
producdo de &cido propidnico. Veiga; Méndez e Lema (1994) observaram que as concentracoes
de 4cido propibnico aumentaram para uma COV de 3 para 4 kg m? d* no reator DSFF,
indicando instabilidade. No entanto, é importante destacar que a instabilidade relatada pelos
autores se relaciona a remocdo de DQO e producdo de metano, ja que este era o objetivo do
estudo. Neste estudo, conforme descrito no capitulo anterior, a diminuicdo do TDH e
consequente aumento da COV ndo acarretou prejuizo para a producdo de AO, como mostram

os graus de acidificacdo obtidos (Figura 22).

Figura 24 — Comparacéo do espectro de AO entre todas as etapas do reator utilizado para
processamento da gua residuéria de cozimento de atum em conserva.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Siglas: TDH — tempo de detencdo hidraulica; AO — acidos organicos; HAc — acido acético; HPr — acido
propibnico; iHBu — éacido isobutirico; HBu — acido butirico; HVa — &cido valérico; iHVa — &cido
isovalérico; iHCa — &cido isocapraico.

Foi observado um consumo completo do &cido lactico durante toda a operagdo deste
estudo. Enquanto a concentracéo de acido lactico era de 2,1 g L™ no afluente, no efluente este
nunca foi detectado, em nenhuma das condicdes avaliadas. Tang et al. (2017) estudaram o efeito
do pH na producéo de cido lactico a partir da fermentacdo acidogénica de residuos alimentares

e relataram que o &cido lactico produzido foi convertido rapidamente em AGV em pH 6,0.
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BermUdez-Penabad; Kennes e Veiga (2017) relataram um forte aumento na concentracdo de
outros AGV correspondente a uma réapida diminuicdo na concentracdo de acido lactico. Os
resultados de acidificacdo obtidos neste estudo (>25%) em conjunto com o consumo completo
do acido lactico indicam que houve a conversdo completa deste substrato a outros AQO.

Liang e Wan (2015) obervaram que adicdo de acido lactico teve um efeito positivo na
producdo de AGV, gerando um aumento de 152% na producdo de &cido butirico a partir de
bagaco de malte de cevada, no entanto, ndo resultou em aumentos significativos na producéo
de acido valérico e acido capréico. O consumo de acido lactico envolve o alongamento da
cadeia de acido lactico e acido acético a n-butirato via p oxidacao reversa. Os resultados obtidos
neste estudo, indicam que o lactato foi alongado junto com o &cido acético a &cido n-butirico,
ja que ao analisar o espectro dos produtos (Figura 24), é possivel afirmar que a fracdo média de
HBu aumentou de 10,6 + 2,5% para 18,5 * 3,3% com uma diminui¢do do pH de 7,0 para 5,5,
concomitante a uma diminuicdo na fracdo de acido acético de 64,6 + 3,3% para 55,4 + 5,4%.
Na ultima etapa, quando o pH foi baixado para 4,5, a producdo de HBu diminuiu de 18,5 +
3,3% para 15,0 £ 3,2% e a producdo de acido acético subiu de 55,4 + 5,4% para 63,7 + 6,0%
indicando que esta diminuicao no pH foi prejudicial ao alongamento da cadeia de acido lactico
e 4cido acético a n-butirato.

O é4cido iso-caproico apresentou baixas concentracdes (0 a 0,12 g L) e um aumento
insignificante em suas fragdes médias (0,8 + 0,2% para 2,0 £+ 0,6%) quando o pH foi alterado
de 7,0 para 5,5. O &cido n-caproéico ndo foi detectado em nenhuma condicéo de operacdo (Figura
23 e Figura 24). Tais resultados indicam que ndo foi possivel obter um alongamento de cadeia
a acido caproico a partir do &cido butirico em conjunto com o acido lactico, mesmo ao utilizar
a estratégia de diminuicdo do pH. Apesar do pH 5,5 ter proporcionado os melhores resultados
de seletividade de HBu (18,5 + 3,3%), tal seletividade foi baixa e a producéo de acido caprdico
inexistente. Uma possivel explicacdo para esse fenbmeno é que os microbiomas do reator que
atuam na producdo de AO ndo foram capazes de converter quantidades extras de acido butirico
em AO de cadeia mais longa. Também deve-se levar em conta que a resultado da fermentagéo
de substratos ricos em proteinas depende principalmente da composi¢do da proteina e néo
apenas do pH. Bevilacqua et al., (2021) obtiveram um aumento mais pronunciado do acido
butirico em condicdes acidas (pH 5,0) para reatores operados com caseina, enquanto o aumento
para reatores operados com gelatina nas mesmas condigdes acidas foi baixo, o que pode explicar
os resultados obtidos neste estudo, j& que a gelatina € um substrato cuja composicdo de AA se

assemelha ao substrato utilizado neste estudo.
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Os resultados obtidos neste estudo indicam que o pH afeta a estequiometria da
conversdo de proteinas em AO. O pH neutro (7,0) pode maximizar a degradagdo de proteinas,
enguanto um espectro de produto mais diversificado é obtido em condic6es acidas (pH 4,5 e
5,5). No entanto, essa diversidade no espectro do produto nédo foi tdo alta, demonstrando que 0
resultado da fermentacdo de substratos ricos em proteinas depende em igual grau de
importancia ou talvez até mais da composi¢do da proteina do que do pH. Independentemente
do tipo de proteina utilizada como substrato ainda é extremamente dificil obter uma alta
seletividade ja que as proteinas e seus mecanismos de fermentagdo ndo foram estudados tdo
exaustivamente. Sua principal complexidade reside no fato de que a proteina pode ser
considerada como uma mistura de cerca de 20 substratos diferentes, ou seja, 0s AA. Apesar das
reacOes Stickland serem amplamente aceitas como o principal mecanismo de conversao de AA
em AGV (RAMSAY; PULLAMMANAPPALLIL, 2001), ja foi demonstrado que sua
estequiometria fixa ndo reproduz completamente o resultado da fermentacéo de proteinas pois
o consumo preferencial de AA depende de suas interagcdes (BEVILACQUA et al., 2020).

11.4 Conclusdes

Este estudo mostrou a viabilidade de obter producdo continua e relevante de acidos
organicos (AO) por fermentacdo de cultura mista a partir de um efluente real com alta
concentracdo de proteinas e salinidade, a 4gua residuaria de cozimento de atum em conserva.
Um grau de acidificagdo acima de 60% e de amonificacdo acima de 65% foi observado em pH
7,00 e TDH de 4 dias. Com relacdo a seletividade de produtos, foi possivel aumentar a fracao
molar média de acido butirico de aproximadamente 10% para 18% e de cido isocaprdico de
0,7% para 2%, ao reduzir o pH de 7,0 para 5,5. Esta baixa seletividade indica que diferentes
estratégias/rotinas operacionais ainda precisam ser desenvolvidas a fim de direcionar a
producdo para um produto especifico de interesse e otimizar a producdo de AO. Mudancas em
algumas condic¢des operacionais, como o pH, modificam as vias de degradacgéo preferidas de
diferentes aminoacidos (AA), e consequentemente, afetam o espectro do produto previsto. No
entanto, como a degradacdo de proteinas ndo possui estequiometria fixa, ou seja, alguns AA
podem ter diferentes produtos de degradacéo dependendo das condigdes operacionais ou das
interacbes com outros AA, ainda é dificil obter alta seletividade no processo para o AO

desejado.
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Parte V - CONCLUSOES GERAIS E PROPOSTAS DE ESTUDOS
FUTURQOS
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12 CONCLUSOES GERAIS

Baseando-se nos objetivos inicialmente propostos e nos resultados obtidos do presente

trabalho, foi possivel chegar as seguintes conclusdes:

A producéo de biohidrogénio (bioH2) sem ajuste algum de pH mostrou-se viavel
apenas para meio contendo sacarose, um substrato simples. Acredita-se que
melhores estratégias operacionais precisam ser desenvolvidas para aguas
residudrias reais que constituem substratos mais complexos. Portanto, a hipdtese
de que é possivel obter producdo continua e estavel de bioH2 com soro de queijo
e vinhaca de cana-de-acucar sem ajuste de pH foi refutada.

Ao comparar o desempenho de um reator UASB - Upflow Anaerobic Sludge
Blanket (reator anaerdbio de fluxo ascendente e manta de lodo) com um reator
de leito fixo estruturado (LE) na fermentacdo escura do soro de queijo, ambos
apresentaram producdo de 4&cidos organicos (AQO) e solventes em altas
concentragdes, com valores bem proximos. Considerando a producdo de Hz, o
reator UASB apresentou uma producdo mais estavel, além de um valor maximo
de HY (5,8 mol H, mol™ sacaroseconsumida) Mais alto do que o observado no reator
LE (3,0 mol Hz mol™ sacaroseconsumida). NO entanto, como mencionado acima, tal
producdo foi observada apenas com sacarose e ndo com soro de queijo. Portanto
a hipotese de que o reator UASB apresenta uma configuracdo mais vantajosa
para a producdo de hidrogénio sem ajuste de pH devido a sua capacidade de
autorregulacdo do sistema foi parcialmente confirmada.

Os resultados obtidos neste estudo e também no estudo conduzido por Mota et
al. (2018) indicam que um pH abaixo de 3,0 é a condicdo ideal para que a
producdo de bioH, sem ajuste de pH ocorra pela rota concomitante do acetato e
etanol, e tal condicédo s6 pode ser mantida com o substrato composto de sacarose.
Quando os reatores foram alimentados com soro de queijo ou vinhaca de cana-
de-aglcar, o pH manteve-se em valores sempre acima de 3,0, em torno de 4,0-
4,5 e outras rotas metabolicas e microrganismos que estdo associadas a baixos
valores de producédo de H, foram predominantes.

A estratégia de usar agua residudria a base de sacarose durante a partida mostrou-
se efetiva para a selec@o de microrganismos produtores de hidrogénio adaptados

a condigBes extremamente &cidas. Tal estratégia também foi efetiva para a
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reducdo de Lactobacillus que tém sido apontados como inibidores de producao
de H». Portanto, a hip6tese de que é possivel selecionar bactérias produtoras de
hidrogénio adaptadas a condi¢fes extremamente acidas por meio de um estresse
seletivo para um metabolismo desejado em um sistema de comunidade
microbiana foi confirmada. No entanto, como tais microrganismos produtores
de H> ndo foram capazes de prevalecer conforme o substrato foi trocado
gradativamente por um efluente real, melhores estratégias de operacdo que
favorecam tais microrganismos precisam ser avaliadas.

Os trés substratos avaliados neste estudo (soro de queijo, vinhaca de cana-de-
acucar e agua residudria de cozimento de atum em conserva) mostraram um
grande potencial para a produgédo de AO por fermentacdo escura. Vale destacar
que resultados extremamente promissores foram obtidos mesmo nas etapas em
que ndo foi utilizado ajuste algum de pH, apesar da suplementacdo com
alcalinidade ainda ser relatada amplamente na literatura como essencial para a
digestdo anaerdbia. Portanto, a hipGtese de que é possivel obter producdo
continua e estavel de AO e solventes com substratos complexos constituidos de
aguas residuarias reais sem ajuste de pH foi confirmada. Também foi confirmada
a hipétese de que as proteinas apresentam grande potencial para a producédo de
AO e ¢ possivel obter uma producdo continua e estavel a partir de aguas
residuérias reais ricas deste substrato utilizando culturas mistas de
microrganismos.

Por meio de uma diminuicéo no pH, foi possivel direcionar a producdo de AO a
acido butirico a partir da fermentacdo da agua residuaria de cozimento de atum
em conserva. No entanto, a composicdo do substrato se mostrou tdo importante
quanto o pH de operacdo, pois a estratégia de reducéo de pH resultou em uma
baixa seletividade de produtos. A utilizagcdo de culturas mistas e substratos
constituidos de aguas residudrias reais dificulta a seletividade de produtos
devido & sua complexidade, interacdo entre os aminoacidos (AA) e VAarios
processos envolvidos na sua conversdo. Portanto, a hipotese de que é possivel
obter maior seletividade de AO obtidos a partir da fermentacdo de substratos
ricos em proteinas, por meio de estratégias operacionais adequadas, foi

parcialmente confirmada.
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13 PROPOSTAS DE ESTUDOS FUTUROS

Com base no conceito de economia circular, que preconiza a biorrecuperacdo de

residuos como um aspecto essencial propdem-se estratégias sustentaveis que viabilizem a

producdo de produtos biotecnoldgicos de maior valor agregado:

Avaliacdo da fermentacdo escura sem ajuste de pH de outros substratos reais e
ricos em acgucares, como o melagco de cana-de-acucar, por exemplo visando a
producéo de bioH>, acidos organicos (AO) e solventes;

Avaliagdo da utilizacdo do melaco de cana-de-agucar ao invés da sacarose como
substrato utilizado no start-up dos reatores para adaptacdo da biomassa com a
finalidade de produzir bioH, e AO em condig&o de pH abaixo de 3,0;
Investigacdo das vias metabdlicas e do microbioma associado em reator
acidogénico continuo tratando o soro de queijo por meio de
metatranscriptomica;

Avaliacdo da fermentacao escura sem ajuste de pH da vinhaca de cana-de-acUcar
in natura com foco na produgdo de AO, ja que neste estudo foram obtidos
resultados extremamente promissores destes produtos, porém foi utilizada
apenas vinhaca diluida;

Adicdo de lactato para cofermentacdo com efluente de agua de cozimento de
atum em conserva para a obtencdo de maior seletividade no espectro de
produtos, direcionando a producdo a acido butirico e alongamento de cadeia a
acido caproico;

Avaliacdo econémica de diferentes cenarios envolvendo a producdo de AO.
Uma vez que a rentabilidade econdmica pode ocorrer para determinado AO mas
ndo para outro, tal avaliacdo poderia direcionar as pesquisas experimentais para

determinado tipo de acido.

De uma forma geral, mais estudos deveriam ser desenvolvidos focando na producéo de

AO por si s, ja que sdo produtos de grande valor agregado e ndo apenas como precursores do

biogas ou biopolimeros. Também seria de extremo interesse que a utilizagdo de ajuste de pH,

que € amplamente relatado na literatura atual como essencial para a fermentacéo escura, fosse

diminuida ou até mesmo eliminada, j& que isto acarreta em grande custo para 0 processo, seja

devido a compra de agentes quimicos ou energia consumida na recirculagdo de efluentes.
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